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RESUMEN

Seis cepas productoras de lipasa fueron estudiadas utilizando técnicas de
acondicionamiento de cultivo con dos diferentes métodos de fermentacion, en medio
liquido conocido como Fermentacién Sumergida (SmF) y en medio sélido conocido como
Fermentacion en Estado Sélido (SSF). EI medio liquido tiene una composicién mineral con
sacarosa como fuente de carbono, urea y sulfato de amonio como fuentes de nitrégeno.
Diferentes sustratos sélidos de subproductos agricolas se utilizaron como soportes en la
fermentacién sélida. A todos los medios se les agregd 2% (v/w) de aceite de olivo como
estimulante para la produccion de lipasa y el pH se ajusté a 6. Las fermentaciones se
incubaron a 29-30°C. En la fermentacion sumergida se usé agitacion de 100 rpm hasta por
7 dias. Los microorganismos utilizados fueron identificados como Aspergillus awamori,
Aspergillus flavus, Aspergillus niger, Aspergillus oryzae, Penicillium chrysogenum vy
Trichoderma harzianum. Las cepas se preservaron en medio suelo organico-arena y se
subcultivaron en medio Agar Dextrosa Papa (ADP) en la produccion de esporas para su uso
como inoculo de las fermentaciones. La evaluacion cuantitativa de las lipasas se realizd con
los ensayos de pHstat y del p-Nitrofenil Butirato (p-NPB). Las actividades se determinaron
en extractos crudos y en lipasas liofilizadas. Las mayores actividades reportadas se
obtuvieron del Aspergillus flavus, seguido de Trichoderma harzianum, Penicillium
chrysogenum con valores de 28.3, 11.6 y 11.4 U/mg de lipasa cruda liofilizada
respectivamente por el método de SSF. Se determinaron las condiciones dptimas de la
actividad de la lipasa producida después de ser parcialmente purificada por dialisis. La
lipasa disuelta en solucion de NaCl 0.1 M expres6 maxima actividad en buffer de fosfatos
pH 8.2 a 45°C. El valor de la constante de Michaelis-Menten (Km) para la enzima libre se
estimo por las graficas de Lineweaver-Burk y Hanes-Woolf calculandose en 6.59 mM y
6.67 mM para las diferentes graficas. El valor de la velocidad méxima se obtuvo a partir de
estas dos graficas siendo 7.62 y 7.44 U/ml. Se realizaron estudios de inmovilizacién con
soportes de polimeros hidrofilicos. Los resultados mostraron el 63, 49 y 74% de eficiencia
de retencién para el alginato, mezcla alginato-chitosan y mezcla alginato-alcohol
polivinilico (PVA) respectivamente. La inmovilizacion con alginato mostr6 la mayor
estabilidad al almacenamiento cuando se mantuvo himedo a 4°C por 20 dias, presentando

una actividad relativa del 100%, comparado con el 62 y 32% para las mezclas alginato-
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chitosdén y alginato-PVA respectivamente. Las condiciones O&ptimas de la lipasa
inmovilizada fueron pH 8.2 y 45°C. La estabilidad al pH de la lipasa inmovil se presentd en
un valor de 5 en buffer de acetato. A la temperatura de 60°C la lipasa inmovilizada en
esferas de alginato/chitosan mantuvo su actividad lipolitica por 120 min. A los 30 dias de
almacenamiento a 4°C de temperatura, retuvo 90% de su actividad cuando la lipasa se
inmoviliz6 en alginato/chitosan. Se realiz6 trabajo complementario para explorar la
potencial produccion de &cidos grasos libres y de metil ésteres a partir de aceite de olivo
extra virgen catalizada por lipasa libre obtenida por SSF. Se obtuvo el 1.4% de acidos
grasos libres en 3 horas de hidrdlisis. La produccion de metil ésteres fue de 8.0% en la

reaccion de transesterificacion bajo condiciones especificas.

Palabras Clave: Lipasa, hidrdlisis, transesterificacion, metil ésteres.

ABSTRACT

Six lipase producing strains were studied using conditioning techniques of cultivation with
two different methods of fermentation. Liquid submerged fermentation known as (SmF)
and solid medium known as Solid State Fermentation (SSF). The liquid medium has a
mineral composition with sucrose as carbon source, urea and ammonium sulfate as nitrogen
sources. Different agricultural byproducts substrates were used as supports in the solid
fermentation. All media were added 2% (v/w) Olive oil as a stimulant for the production of
lipase and the medium pH was adjusted to 6. The fermentation temperature was 29-30 °C.
In submerged fermentation was used agitation of 100 rpm for up to 7 days. The
microorganisms used were identified as Aspergillus awamori, Aspergillus flavus,
Aspergillus niger, Aspergillus oryzae, Trichoderma harzianum and Penicillium
chrysogenum. Strains were preserved in organic soil-sand and subcultured on Potato
Dextrose Agar (PDA) for spores production to be used as inoculum. Quantitative
evaluation of lipases was performed with pH-stat and p-Nitrophenyl butyrate (p-NPB) tests.
The activities were determined in crude extracts and lyophilized lipases. The highest
activities reported were obtained from Aspergillus flavus, followed by Trichoderma
harzianum, Penicillium chrysogenum with values of 28.3, 11.6, and 11.4 U / mg of

lyophilized crude lipase respectively by the method of SSF. Optimal conditions were
\'



determined by the activity of the lipase produced after being purified by dialysis partially.
The lipase dissolved in 0.1 M NaCl peak expressed in pH 8.2 phosphate buffer at 45 ° C.
The value of Michellis-Menten constant (Km) for the free enzyme was estimated by
Lineweaver-Burk plots and Hanes-Woolf calculated at 6.59 mM and 6.67 mM. The value
of the speed is obtained from the two plots to be 7.62 and 7.44 U / ml respectively.
Immobilization studies were performed with hydrophilic polymer supports. The results
showed 63, 49 and 74% retention efficiency of alginate, alginate-chitosan mixture and
alginate-polyvinyl alcohol (PVA) mixture. Immobilization with alginate showed higher
storage stability when kept moist at 4°C for 20 days, with a relative activity of 100%,
compared with 62 and 32% for mixtures alginate-chitosan and alginate-PVA respectively.
The optimum conditions of the immobilized lipase were pH 8.2 and 45°C. Immobilized
lipase in alginate/chitosan beads showed its highest stability at pH 5 in acetate buffer. At
temperature of 60°C the immobilized lipase in alginate beads / chitosan remained active for
120 min. After 30 days of storage at 4 ° C temperature, retained 90% of its activity when
the lipase was immobilized in alginate / chitosan. Complementary work was carried out to
explore the potential production of free fatty acids and methyl esters from extra virgin olive
oil catalyzed by SSF free lipase. The hydrolysis reaction produced 1.4% of free fatty acids
after 3 hours of reaction. The production of methyl esters was 8.0% in the

transesterification reaction under specific conditions.

Keywords: Lipase, hydrolysis, transesterification, methyl esters.
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PREFACIO

La presente Tesis Doctoral consta de un primer capitulo introductorio donde se detallan
principalmente los objetivos de la presente investigacion, un segundo capitulo en el que se
presentan los marcos tedricos utilizados, en el tercer capitulo se expone un estudio de la
estimacion de la produccion de biodiesel a partir de sebo animal obtenido del proceso de la
estabilizacion de los residuos carnicos de los rastros en el Estado de Baja California. Del
capitulo 3 al 7 se presentan los estudios realizados con respecto a la identificacion y
preservacion de hongos filamentosos nativos a partir de los cuales se obtuvo la enzima
requerida en las siguientes etapas de la investigacion. En estos capitulos se define el
método de fermentacion que produjo el mayor rendimiento de lipasa. Paralelamente a la
produccién de la lipasa se realizé su caracterizacion con la finalidad de establecer los
parametros 6ptimos de su actividad en las reacciones de hidrolisis y metanolisis que se
requieren para la produccion de metil ésteres. En el capitulo 8 se presentan los
procedimientos y resultados de la inmovilizacion de la lipasa producida, evaluando su
estabilidad térmica y de almacenamiento, por Gltimo en el capitulo 9 se realizan reacciones
de hidrolisis y metandlisis con lipasa preservada por liofilizacion y obtenida a partir de los
hongos filamentosos seleccionados. Estos ultimos estudios se realizaron utilizando lipasa
libre e inmdvil y los resultados se compararon con los obtenidos del uso de lipasa de
pancreas de cerdo. En el Anexo se presentan las evidencias de los productos de publicacion

y divulgacidn de la investigacion realizada.
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CAPITULO 1
INTRODUCCION Y OBJETIVOS

1.1 INTRODUCCION

La proteccion al ambiente y la reduccion de las reservas de petréleo se han convertido en
los retos principales que tiene que enfrentar la industria petrolera. El biodiesel ha atraido
considerable atencién durante la pasada década por ser un combustible renovable,
biodegradable y no toxico. El biodiesel se deriva de triglicéridos o de acidos grasos libres
por reacciones de transesterificacion o esterificacion con alcoholes de cadena corta.

La industria global del biodiesel ha crecido significativamente durante la pasada década. La
produccién de biodiesel en la Union Europea ha presentado un crecimiento promedio anual
del 54%. Como resultado de esto, la produccion se incrementd de 1.9 millones de toneladas
en el 2004 a 11 millones de toneladas en el 2011 [1]. La produccién de biodiesel en los
Estados Unidos también ha presentado un crecimiento marcado en los pasados afios.
Estados Unidos incrementd su produccién de 2 millones de galones en el 2000 a 967
millones de galones en el 2011 [2]. Una rapida expansion en la capacidad de produccion de
biodiesel se ha observado no solamente en los paises desarrollados sino también en paises
en desarrollo, tales como, China, Brasil, Argentina, Indonesia y Malasia. Se estima que el
mercado mundial del biodiesel alcanzara los 37, 000 millones de galones para el 2016, con
un crecimiento anual promedio de 42%. Europa continuard como el principal productor de

Biodiesel en el mercado seguido de cerca por Estados Unidos para la siguiente década [3].

La principal tecnologia a nivel global para la produccién de biodiesel es la
transesterificacion homogénea alcalina (o alcohdlisis). En esta reaccion un alcohol de
cadena corta (usualmente metanol o etanol), se adiciona al aceite o grasa en presencia de un
catalizador (bases y &cidos de Brgnsted), generando una mezcla de glicerol y alquil ésteres
de acidos grasos Ilamada biodiesel. Catalizadores alcalinos, especialmente el hidroxido de
sodio se ha convertido en el catalizador quimico predominante debido a su bajo costo y
rapida cinética [4]. La transesterificacion homogénea alcalina presenta algunas desventajas
tales como la necesidad de materias primas (aceites refinados y alcoholes) con bajo

contenido de &cidos grasos libres, fosfolipidos y agua, exceso de alcohol y catalizador para
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evitar reacciones reversibles, las cuales eventualmente dificultan la separacion del biodiesel
y la glicerina. Por lo tanto, catalizadores alternos han sido estudiados por ejemplo, bases
orgénicas, complejos metalicos, Oxidos, aluminosilicatos y enzimas. La principal
caracteristica de las enzimas es que pueden ser reusadas y no presentan la formacién de
jabon, facilitando la separacién de los productos al final de la alcohdlisis [5]. Por lo tanto el
uso de biocatalizadores presenta ventajas sobre el proceso quimico y éstas incluyen la
esterificacion tanto de triglicéridos como de &cidos grasos, la generacion de un glicerol méas
limpio y el reso en el caso de lipasas inmovilizadas. Sin embargo, existe la necesidad de
resolver algunos problemas como el alto costo de las lipasas y su posible inhibicion por la
presencia de alcoholes de cadena corta, glicerol y otras impurezas presentes en las materias
primas [4]. Por lo tanto, es de interés realizar un estudio de produccion de lipasas para su
utilizacion como biocatalizadores en la reaccion de transesterificacion evitando las
reacciones paralelas e inconvenientes presentes en el proceso quimico y caracterizar la

lipasa obtenida, determinando los parametros cinéticos optimos de su actividad.

1.2 HIPOTESIS

1.  Es posible producir enzima lipasa a partir de hongos filamentosos, con alta actividad
lipolitica, para su utilizacion como biocatalizador en las reacciones de hidrolisis,

esterificacion y transesterificacion de grasas y aceites en la produccion de metil ésteres.

2.  Es factible establecer los parametros optimos de actividad lipolitica utilizando la
lipasa producida y preservada por liofilizacion para su aplicacién en reacciones de

transesterificacion utilizando metanol como donador de grupos acilos.

1.3 OBJETIVOS
1.3.1 Objetivo general

Desarrollar un método de produccidon de enzima lipasa a partir de fermentaciones de
hongos filamentosos la cual sea utilizada como biocatalizador en la produccién enzimatica

de biodiesel.



1.3.2 Objetivos especificos
1. Estimar la generacion preliminar de biodiesel a partir de residuos de la industria de

carnicos en Baja California.

2. ldentificar las caracteristicas taxondmicas de hongos filamentosos productores de

lipasa por cultivos en medios selectivos.

3. Establecer la actividad lipolitica de las lipasas producidas a partir de hongos

filamentosos por comparacion en fermentacion sumergida y fermentacion en estado sélido.

4. Caracterizar la lipasa producida para la determinacion de parametros optimos de

actividad enzimatica.
5. Inmovilizar la enzima en diferentes soportes hidrofilicos para su reutilizacion

6. Realizar reacciones de hidrolisis, esterificacion y transesterificacion catalizadas por la
lipasa producida, utilizando aceite de olivo y metanol como materias primas e isooctano

como co-solvente.

El desarrollo de cada objetivo especifico de este estudio fue escrito en un capitulo por

separado. Previo a estos capitulos se incluyd un capitulo de antecedentes generales.






CAPITULO 2

ANTECEDENTES GENERALES

2.1 BIODIESEL

El biodiesel es una mezcla de alquil ésteres de acidos grasos y debido a sus propiedades
similares con las del combustible diesel, puede ser utilizado como un sustituto natural de
éste. El biodiesel es un combustible derivado de fuentes renovables, principalmente de
aceites vegetales y grasas animales. Estas mezclas de acidos grasos (FFA) vy triglicéridos
(TAG) se transforman en biodiesel a través de una reaccion de transesterificacion [6]. Los
catalizadores investigados para esta reaccion han sido acidos y bases, ya sea liquidos o

heterogéneos y también enzimas libres o inmovilizadas [7].
2.1.1 Métodos de produccion de biodiesel

Actualmente el método mas utilizado a nivel industrial en la produccion de biodiesel es por
transesterificacion alcalina, donde la materia prima con altos contenidos de agua o acidos
grasos libres necesita pretratamiento con un catalizador &cido para esterificar los FFA [8] .
El pretratamiento, ilustrado en la Figura 1, es necesario para reducir la formacion de jabon
durante la reaccién y facilitar el manejo de la separacion del biodiesel y del glicerol con la
remocién del catalizador y del agua residual alcalina [7]. La cantidad de agua residual
generada en una planta tradicional de biodiesel es aproximadamente 0.2 de tonelada por
tonelada de biodiesel producido [9].

Eventualmente el tratamiento del agua residual y la necesidad del retso de agua son un
severo problema tanto desde el punto de vista de consumo de energia como ambiental. Por
el contrario, la catalisis enzimatica no forma jabones y puede esterificar a los FFA'y TAG
en una sola etapa de proceso sin necesidad del subsecuente lavado.

Las enzimas constituyen una interesante alternativa en la produccion a escala industrial
para la reduccién de costos de produccion. Este es especialmente el caso cuando se utilizan
materias primas con alto contenido en FFA, tal como el aceite de arroz integral [10], aceite
no comestible de la Jatropha curcas [11] o materias primas de segunda generacion como

aceites reusados, grasa animal y residuos similares con alto contenido de FFA y agua. Estos
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materiales reducirian mas el costo de produccién del biodiesel al ser menos costosos que

los aceites virgenes [12].

Metanol Metanol Agua

H2504 Na(OH H2804 Agua

Aceite con
dcidos grasos libres

Biodiesel

Agua, sales,
glicerol

Metanol,
glicerol, sales

Glicerol, sales para purificacion
-

L

Figura 1. Proceso convencional de produccion de biodiesel con pretratamiento &cido seguido de catélisis alcalina. (A)
Reactor, (B) Separador, (D) Purificacién de producto y recuperacién de metanol.

Las principales ventajas del uso de las lipasas como biocatalizadores son las moderadas
condiciones de reaccion y la facil recuperacion del glicerol sin purificacion o produccion de
residuos quimicos, con el resultado de un producto de alta pureza. Aunado a esto, el
contenido de acidos grasos libres en el aceite puede convertirse completamente a metil
ésteres sin la formacion de jabon, por lo tanto se incrementa el rendimiento de biodiesel y
se reducen los costos por purificacion del combustible. La transesterificacion de
triglicéridos usando lipasas se considera uno de los mas eficientes procesos de la
produccién de biodiesel a partir de aceites residuales [13]. Es evidente la simplicidad del
procedimiento enzimatico el cual se muestra en la Figura 2.

A pesar de las numerosas ventajas, el proceso enzimatico presenta inconvenientes tales
como: bajas velocidades de reaccion, elevado costo de la enzima para escala industrial
comparado con el costo del catalizador alcali y baja estabilidad enzimatica en presencia de
exceso de metanol [13]. Para poder hacer la transesterificacion enziméatica competitiva a
escala industrial existen varios aspectos que tienen que resolverse: adecuacion del solvente,
inmovilizacién de la lipasa, la seleccion del aceptor acilo y la seleccion del reactor entre

otros.
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Figura 2. Disefio de proceso ideal para la produccién enzimatica de biodiesel. (A) Reactor; (B) Separacion (centrifuga);
(C) Filtro; (D) Recuperacion de alcohol [13].

2.2 MATERIAS PRIMAS PARA LA PRODUCCION DE BIODIESEL

La principal materia prima para la utilizacion de las lipasas son las grasas y los aceites.
Estos materiales estdn compuestos principalmente de triglicéridos, los cuales son glicerol
ésteres con 4&cidos grasos saturados e insaturados de origen vegetal, animal o
microbiolégico. Una caracteristica que distingue las grasas de los aceites es la ocurrencia de
acidos grasos insaturados y saturados en los triglicéridos: alto contenido de acidos grasos
saturados (ejemplo en Figura 3.), se refleja en altos puntos de fusion y la presencia de
residuos solidos a temperatura ambiente, lo cual es una caracteristica de las grasas; por otro
lado, los aceites presentan una elevada ocurrencia de acidos grasos insaturados, lo que les
permite permanecer liquidos a temperatura ambiente. Los aceites vegetales, ademas de los
triglicéridos pueden presentar di- y monoglicéridos, &cidos grasos libres (FFA),

fosfolipidos y materia insaponificable, tal como carotenoides, fitoesteroles, y clorofila [14].

Figura 3. Representacion esquematica de un triglicérido con acidos grasos saturados



La funcion de las grasas y aceites en las plantas esté relacionada con la reserva de energia,
proteccion contra la pérdida de agua (por la formacion de cera) y contra dafios mecanicos
(por generacion de hormonas), cuando dichos componentes aparecen en hojas y frutos [15].
Es tal la importancia de los aceites y grasas en industria a nivel mundial, que la produccion
para la temporada 2010/2011 se estimé en 174.6 millones de toneladas. De ésta, el 86%
representa aceites vegetales (Tabla 1), con las semillas de soya, palma, canola y girasol
como principales fuentes [16].

Tabla 1. Distribucidn de cosecha mundial de grasas y aceites [16].

Producciéon mundial

Grasas y aceites Principales productores

(millén ton)
Grasa animal 244 Estados Unidos, China, Brasil, Alemania y Francia
Coco 3.7 Filipinas, Indonesia, India, Vietnam y México
Algoddn 4.8 China, India, Pakistan, Uzbekistan y Estados Unidos
Nuez 5.3 China, India, Nigeria, Myanmar y Sudan
Lino 0.6 China, Bélgica, USA, Etiopia e India
Maiz 2.3 Estados Unidos, China, Japon, Brasil y Sudafrica
Olivo 2.9 Espafia, Italia, Grecia, Arabia Saudita y Tunez
Palma 23.9 Malasia, Nigeria, Tailandia, Colombia y Costa de Marfil
Canola 21.2 China, Alemania, India, Canada y Francia
Cértamo 0.1 India, Estados Unidos y Argentina
Sésamo 0.9 Myanmar, China, India, Sudan y Japén
Soya 36.0 Estados Unidos, China, Brasil, Argentina e India
Girasol 13.0 Federacion Rusa, Ucrania, Argentina, Turquia y Francia

Algunos cultivos de semillas oleaginosas, como la higuerilla (Ricinus communis), jatropha
(Jatropha curcas), crambe (Crambe abyssinica), palma macaw (Acrocomia aculeata) y
oiticica (Licania rigida), se han explorado como materias alternativas para la produccion
de biodiesel debido a su alta tolerancia a sequias y heladas, alta productividad y suelos de
baja fertilidad [17]. El uso de materias primas con apropiadas caracteristicas fisicoquimicas

y amplia disponibilidad favorece la reduccion de costos para la produccion del



biocombustible, debido a que el costo por materia prima representa del 70-88% del precio
final del biodiesel [18].

2.2.1 Perfil de Acidos Grasos.

El perfil de &cidos grasos varia grandemente entre grasas y aceites y puede ser referido por
su nomenclatura (Tabla 2).

Tabla 2. Nomenclatura de cidos grasos [19]

Nombre com(in Nombre sisteméatico Estructura quimica’  pynto de fusion (°C)
Acido Laurico Acido Dodecanoico 1X2-:)/O 44.2
Acido Miristico Acido Tetradecanoico 14:0 54.4
Acido Palmitico Acido Hexadecanoico 16:0 62.9
Acido Palmitoleico Acido 9-Hexadecenoico 16:1 -0.1
Acido Esteérico Acido Octadecanoico 18:1 70.1
Acido Oleico Acido 9-Octadecenoico 18:1 16.3
Acido Elaidico Acido 9-Octadecenoico 18:1 43.7
Acido Vacénico Acido 11-Octadecenoico 18:1 44.0
Acido Linoleico Acido 9, 12-Octadecadienoico 18:2 -6.5
Acido y-Linolénico Acido 6, 9, 12-Octadecatrienoico 18:3 -11.0
Acido a-Linolénico Acido 9, 12, 15-Octadecatrienoico 18:3 -12.8
Acido Araquidico Acido Eicosanoico 20:0 76.1
Acido Gadoleico Acido 9-Eicosanoico 20:1 25.0
Acido Araquidonico Acido 5, 8, 11, 14-Eicosatetraenoico 20:4 -49.5
Acido Behénico Acido Docosanoico 22:0 80.0
Acido Erucico Acido 13-Docosenoico 22:1 334

T x:y nomenclatura, x representa el nimero total de carbonos, y representa el numero de insaturaciones.

Puede comprender desde altas concentraciones de acidos grasos saturados, como los aceites
de palmas, tales como el de coco (Cocos nucifera), aceite de palma (Elaeis guineensis), y
babasu (Orbignya oleifera) (Tabla 3), y grasas animales también (Tabla 4), hasta alto

contenido de &cidos grasos monoinsaturados, que se encuentran comunmente en frutas
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oleaginosas (Tabla 5). Existen ciertamente, algunas excepciones de perfiles tipicos, tales
como el aceite de higuerilla, el cual tiene un alto contenido de &cido ricinoleico; el aceite de
crambe con alto contenido en &cido erUcico; el aceite de palma con similares cantidades de

acidos grasos saturados e insaturados (Tabla 3) [19].

Tabla 3. Perfil de &cidos grasos de cultivos [19]

Acidos grasos” Palma Soya Jatrophacurcas Crambe Canola Girasol Higuerilla Babasu

12:0 41-55 NR NR NR NR NR NR 40-50
14:0 14-18 NR NR NR <0.2 <0.5 NR 11-27
16:0 6.5-10.0 7-14 10-17 1.8-20 25-65 3.0-10.0 1.1 5.2-11.0
16:1 NR <0.5 NR NR <0.6 <0.1 0.2 NR
18:0 13-3.0 14-55 5-10 0.7-1.0 0.8-3 1-10 1 1.8-7.4
18:1 12-19 19-30 36-64 16.0-17.2 53-70 14-35 3.3 9-20
18:2 1-35 44-62 18-45 8.0-8.7  15-30 55-75 3.6 1.4-6.6
18:3 NR 4-11 NR 5.2-7.0 5-13 <0.3 0.32 NR
20:0 NR <10 NR 3.4 0.1-1.2 <15 0.4 NR
20:1 NR <10 NR NR 0.1-4.3 <0.5 NR NR
22:0 NR <0.5 NR NR <0.6 <1.0 NR NR
22:1 NR NR NR 56-66 0.7 NR NR NR
% aceite 45-50 18-20 26-35 35-60 40-50 22-36 35-55 65-68

1'x 1y nomenclatura, donde x representa el nimero total de atomos de carbono, y representa el nimero de insaturaciones,
280-90% de 4cido ricinoleico (similar al cido oleico més un grupo hidroxilo en la posicién 12). NR : no reportado.

Adicional a las fuentes de lipidos vegetal y animal presentadas en las Tablas 3-5, los acidos
grasos también pueden ser de origen microbiano. Recientemente revisado por Li et al. [20],
las levaduras de los géneros Cryptococcus, Lipomyces, Rhodosporidium, Rhodotorula,
Trichosporon y Yarrowia y también hongos filamentosos y bacterias pueden presentar
hasta el 53% de contenido de lipidos en su masa seca, con mayor proporcion de acidos
palmitico y oleico. En otro trabajo, se determinaron los perfiles de acidos grasos de las
microalgas Spirulina sp., Scenedesmus obliquus, Chlorella vulgaris y C. kessleri [21]. Los
autores observaron la prevalencia de acidos grasos saturados (laurico, miristico, palmitico y
estedrico), con contenidos hasta de 46% en acidos grasos totales. Esta diversidad de perfiles

de &cidos grasos contribuye a la generacion de biocombustibles con diferentes propiedades.
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Por ejemplo, a mayor longitud de cadena de hidrocarburo en el &cido graso, mayor punto de
enturbiamiento. Por esta razon la necesidad de calentamiento antes de la ignicion del motor,
se torna dificil el uso de un biodiesel con tales caracteristicas sobre todo en regiones con

bajas temperaturas ambientales.

Tabla 4. Perfil de acidos grasos de origen animal [19]

Acidos grasos Mantequilla  Manteca Sebo
<14:0 11.0-23.8 0.5 0.9
14:0 8.2-12.0 1.3 3.0-3.7
16:0 21.3-29.0 23.8-25.0 24.9-27.0
18:0 9.8-13.0 12.0-13.5 7.0-18.9
16:1 1.8-2.0 2.7-3.0 4.2-11.0
18:1 20.4-28.0 41.2-45.0 36.0-48.0
18:2 1.8 10.0-10.2 3.1
18:3 1.2 1.0 0.6

% grasa 2-5 70-95 70-95

Tabla 5. Perfil de acidos grasos de frutas [19]

Acidos grasos ~ Aceituna  Aguacate Nuez de Palma

12:0 NR NR 0.1-1.0
14:0 0.7 <0.13 0.9-1.5
16:0 10-11.7 19.8-22.7  41.8-46.8
18:0 2.1 0.5-1.0 4.2-5.1
20:0 0.48 NR 0.2-0.7
16:1 1.45 3.9-5.6 0.1-0.3
18:1 73.8-78.0 60-71 37.3-40.8
18:2 7.0-9.8 7.1-15.3 9.1-11.0
18:3 NR 0.4-1.0 <0.6
% aceite 15-40 4-25 20-24

Otro factor concerniente al uso de acidos grasos insaturados para la produccién de biodiesel
es que un menor nimero de dobles enlaces en las moléculas da como resultado un namero

de cetano alto del biocombustible (lo que significa una mejor calidad de combustion).
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Grandes cantidades de enlaces insaturados generan moléculas quimicamente inestables.
Esto presenta inconvenientes debido a la oxidacion, degradacién y polimerizacion del
biocombustible. En general, un biodiesel con altas cantidades de ésteres derivados de
acidos grasos monoinsaturados (ejemplo, &cidos oleico y ricinoleico) presentan mejores

resultados como combustible [4].
2.2.2 Procesado de Grasas y Aceites.

El procesamiento de la grasa animal se le llama proceso de rendimiento, donde osamenta
con material graso son tratados con vapor para la liberacién de la grasa, con la subsecuente
separacion por centrifugacion o por prensado. El procesado del aceite vegetal comprende
algunos pasos, incluyendo pretratamiento mecanico (limpieza, clasificacion y trituracion),
calentamiento, deshidratacion, extraccion por prensado mecanico y/o extraccion por

solventes, destilacion de micela, desasolvatacion y refinado [22].

Para la produccion del biodiesel, el proceso de refinacion del aceite juega un papel
importante en el rendimiento de la etapa de conversion, debido a que las impurezas, como
el agua, fosfolipidos y pigmentos pueden afectar la conversion de la mezcla de reaccion y
dificultar la separacion del biodiesel, entre otros [22]. Otro factor importante del procesado
de la materia prima es la valoracion de los subproductos. Tal acercamiento contribuye a las
ganancias de una planta industrial. Un ejemplo clasico es la harina de soya generada
durante la extraccion del aceite la cual se utiliza para la extraccion de proteina e isoflavonas
[23] y principalmente la obtencion de la lecitina separada durante el desgomado que se

utiliza como emulsificador natural [24].
2.3 PRODUCCION ENZIMATICA.

Las lipasas son enzimas clasificadas como hidrolasas (glicerol éster hidrolasa, E.C. 3.1.1.3)
y actlan en el enlace éster de diferentes compuestos, siendo los acilgliceroles los mas
apropiados sustratos. Catalizan reacciones de hidrolisis, sintesis trans- e interesterificacion.

La Figura 4 muestra las diferentes reacciones catalizadas por las lipasas.

Las lipasas son mas activas en sustratos insolubles, especialmente en triglicéridos con
acidos grasos de cadenas por arriba de los diez atomos de carbono, mientras que las

esterasas son activas en sustratos solubles, especialmente ésteres simples, como el acetato
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de etilo y triglicéridos con &cidos grasos de cadenas cortas con menos de seis carbonos. Las
esterasas siguen la cinética de Michaelis-Menten, mientras que las lipasas necesitan una

minima concentracion de sustrato para mostrar altos niveles de actividad [25].

La hipotesis mas aceptada del mecanismo de catalisis de la lipasa es similar al de la
catalisis de la serina proteasa debido a la similitud en el triad catalitico encontrado en las

lipasas [26].
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Figura 4. Reacciones catalizadas por lipasas
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La reaccién inicia con un ataque nucleofilico en el carbono del éster del sustrato por un
grupo oxhidrilo de la serina residual del sitio activo, formando un complejo acil-enzima y
liberando alcohol del lipido. Despues, el complejo acil-enzima se hidroliza liberando a la
lipasa regenerada.

La caracteristica de su alta estabilidad en presencia de solventes organicos y de no requerir
de cofactores para su accion, la ha convertido en un grupo de enzimas de gran interés

tecnoldgico [27].

Las lipasas se encuentran ampliamente en la naturaleza y son producidas por muchos
microorganismos Yy eucariotas superiores. En animales las lipasas del pancreas de cerdo y
del humano son las mejor conocidas y mas investigadas. En estos organismos, las lipasas
actan en diferentes etapas del metabolismo de lipidos incluyendo la digestion, adsorcion y

reconstitucion de grasas y en el metabolismo de lipoproteinas.

En las plantas las lipasas estan presentes en las semillas de plantas superiores como la
higuerilla y la canola. También se encuentran en varias plantas en tejidos de reserva de
energia [28]. Sin embargo, industrialmente se prefieren los microorganismos como fuentes
de produccion de lipasas debido a los cortos tiempos de generacion, alto grado de
conversion del sustrato en producto, gran versatilidad de adaptacion al ambiente,

simplicidad de manejo genético y condiciones de cultivo.

Los microorganismos, por lo general, producen varios tipos de lipasas con distintas
especificidades de acuerdo a la utilizacién del sustrato y también al pH 6ptimo y rango de
temperatura. Las lipasas pueden ser producidas por bacterias, hongos filamentosos y
levaduras, permitiéndoles usar los lipidos de origen animal o vegetal como fuentes de
carbono y energia para su crecimiento. Muchos microorganismos han sido reportados como
productores de lipasas, especialmente los géneros Candida, Rhizopus y Pseudomonas son

considerados las principales fuentes de lipasas industriales [27].

La Tabla 6 muestra un resumen de la produccion de la lipasa. El uso de las lipasas en la
industria todavia es limitado debido al costo de las enzimas comerciales, especialmente

cuando se requieren grandes cantidades de enzima y cuando el producto final es de un bajo
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costo agregado. Existe, por lo tanto un considerable interés por reducir los costos de

produccion de estos biocatalizadores.

El uso de la fermentacion en estado sélido ( SSF) como método de produccion es una forma
de reducir los costos de produccién de la enzima, especialmente debido a que residuos

agroindustriales pueden ser utilizados como medios de cultivo.

Un analisis econbmico comparativo mostré que la produccién de lipasa a partir de
Penicillium restrictum por SSF es econémicamente mas factible que su produccién por
fermentacién sumergida (SmF), con un costo de produccion del primero de 68% por debajo

y un tiempo de recuperacion de 1.5 afios [29].

Lipasas a partir de diferentes microorganismos se han venido produciendo por SSF
utilizando diferentes residuos sélidos, la mayoria en bioreactores de charolas y rindiendo

altos niveles de productividad [30].

Tabla 6. Estudios en produccién de lipasas microbianas

] ] Tipo de Méxima actividad .
Microorganismo Sustrato N . .. Referencia
fermentacion (tiempo de fermentacion)

A. niger 11T53A14 Salvado de trigo SSF 62.7U.g" (48 h) [31]
Penicillium sp. Aceite de olivo SmF 21.0U.g* (120 h) [32]
Rhizopus oryzae NRRL 3562  Aceite de coco SSF 96.2 U.g* (115 h) [33]
Bacillus subtilis OCR-4 Bagazo de nuez SSF 45U.g" (48 h) [34]
Burkholderia cepacia Bagazo de cafia L

i SSF 234 U.g™ (96 h) [35]
LTEB11 azlcar

Salvado de trigo,
Rhizopus chinensis harina de trigo y SSF 24.4U.g" (72 h) [36]
aceite de olivo

Pseudozyma hubeiensis

Aceite de soya SmF 53U.g'(8h 37
HBE5A yi g~ (18h) [37]

Grasa residual y L
P. chrysogenum ) SSF 46 U.g™ (168 h) [38]
salvado de trigo

SSF: Fermentacion en estado sélido; SmF: Fermentacion sumergida.
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Las lipasas son enzimas altamente hidrofébicas debido a la presencia de grupos alquilos en
la superficie de su estructura [26]. Generalmente el primer paso para la purificacion de las
lipasas es el uso de cromatografia de interaccion-hidrofébica. Normalmente Ila
prepurificacion involucra la precipitacion con sulfato de amonio, cromatografia de

intercambio i6nico y filtracion en gel, entre los mas utilizados [39].

Una lipasa de Aspergillus niger F044 fue purificada por precipitacion con sulfato de
amonio, DEAE-Sepharosa FF (intercambio iénico) y Sephadex G-75 (filtracion en gel). Se

obtuvo un rendimiento del 33% vy el factor de purificacion fue 73 [40].

Para purificar una lipasa de Penicillium camembertii U-159, Isobe et al. [41] utilizaron
precipitacion con etanol y con sulfato de amonio como primer y segundo pasos. Una
secuencia de pasos por cromatografia se siguidé posteriormente usando DEAE-Sepharosa
(intercambio i6nico), amino octil sepharosa (interaccion hidrofébica) y concanavalin-A
sepharosa (afinidad). EIl rendimiento obtenido fue 27% y el factor de purificacion fue 213.

Dependiendo de la fuente, las lipasas pueden presentar masa molar en un rango de 20 a 75

kDa, actividad enzimatica a pH entre 4 y 9 y temperaturas desde 27 hasta 70°C.

Las lipasas son por lo general estables en soluciones acuosas neutras a temperatura
ambiente, presentando en la mayoria de los casos una actividad 6ptima a 30-40°C. Su
termoestabilidad puede variar considerablemente dependiendo del origen y de acuerdo a

Sharma et al. [27], las lipasas microbiologicas presentan la mejor termoestabilidad.

La mayoria de las preparaciones lipoliticas comerciales estan compuestas de mezclas de
varias isozimas en diferentes proporciones, por ejemplo como las obtenidas a partir de
Candida rugosa, Candida antartica, Rhizopus niveus y Chromobacterium viscosum, entre
otros. Cada isoforma tiene diferentes propiedades (por ejemplo, masa molar, especificidad,

estereoselectividad, glicosilacidn, y preferencia de sustrato) [39].

Las principales fuentes de lipasas y sus propiedades se describen en la tabla 7.
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Tabla 7. Fuentes de lipasas y condiciones éptimas de accion

Fuente pH T (°C) Referencia
Candida rugosa 5-8 35-50 [42]
Candida antarctica A 6-10 35-70 [43]
Thermomyces lanuginosus 6-9 30-50 [44]
Aspergillus niger 6-9 30-50 [40]
Pseudomonas aeruginosa 5.5-7.5 35-45 [45]
Bacillus subtilis 8-10 30-40 [46]
Geotrichum candidum 6.5-8.0 32-42 [47]
Streptomyces rimosus 8.5-10.0 45-60 [48]
Yarrowia lipolytica 4-7 30-45 [49]
Rhizopus niveus 5-7 30-45 [50]
Rhizomucor miehei 6.5-7.5 30-40 [51]
Porcine pancreatic 6-9 40-55 [50]
Ricinus communis 4.0-4.5 30-35 [52]

2.3.1 Pretratamiento

En la transesterificacion enzimatica, se logran altos rendimientos en la produccion de
biodiesel cuando se utilizan aceites refinados, si se compara con el uso de aceites crudos.
Esto se debe a la presencia de compuestos fosfolipidos en los aceites no refinados, los
cuales afectan la interaccion entre la lipasa y el sustrato debido a la posible oclusion de los
poros en el soporte de la lipasa cuando se utiliza lipasa inmovilizada. Por lo tanto, debe
hacerse por lo menos la operacion de desgomado antes de la reaccidn de transesterificacion
para obtener una mejor produccion de biodiesel [4-5]. El desgomado del aceite se realiza
por el método tradicional utilizando desgomado con agua, ultrafiltracion y principalmente

tratamiento acido (acido fosforoso o citrico).

Desde 1990 se han reportado métodos enzimaticos de desgomado de aceites. Se presenta
como una alternativa potencial a los procesos convencionales [53]. Esto involucra a las
fosfolipasas, las cuales se clasifican en cuatro grupos. Las fosfolipasas tipo Al
(E.C.3.1.1.32) y A2 (E.C.3.1.1.4) catalizan el enlace éster en los fosfolipidos, liberando
FFA y contribuyendo al incremento de rendimiento global del biodiesel. También existen
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las fosfolipasas tipo C (E.C. 3.1.4.3) y tipo D (E.C. 3.1.4.4). Estas dos ultimas estan
involucradas en el rompimiento de enlaces fosfato en los fosfolipidos y no contribuyen al
incremento del contenido de los FFA en el aceite [54]. El desgomado enzimatico se realiza
a temperaturas normales (40-45°C) y a pH de 4.5-5.0 por periodos de 2-4 horas [55].

2.3.2 Enzimas libre e inmovilizada

El uso de enzimas libres para la produccion de biodiesel da como resultado limitaciones
técnicas y no confiables desde el punto de vista de practico debido a la imposibilidad para
su recuperacién y redso, lo que eventualmente encarece los costos de produccion y se
contamina el producto con enzima residual. Estas dificultades se pueden superar por el uso
de estas lipasas en su forma inmovilizada, permitiendo el retso del biocatalizador repetidas

veces con lo que se reduce el costo y se mejora la calidad del producto [56].

Se han citado diferentes técnicas para la inmovilizacion de las lipasas, tales como

adsorcion, enlace covalente, atrapamiento, encapsulado y entrecruzamiento.

Nielsen et al. [57] revisaron los aspectos técnicos y economicos de la produccion del
biodiesel y concluyeron que la viabilidad de la produccion de biodiesel enzimatico
utilizando lipasas inmovilizadas, las enzimas deben ser estables para producir 1200-7400
kg de biodiesel por cada kg de preparacion enzimatica, dependiendo de la fuente del
sustrato y de la lipasa utilizada. La actividad catalitica y otras caracteristicas de las enzimas
pueden cambiar dependiendo del tipo de inmovilizacion y de la fuerza de interaccién entre
la enzima y el soporte utilizado, el cual en algunos casos puede causar distorsiones

estructurales en la proteina.

La actividad catalitica en un medio particular puede cambiar al incrementar o disminuir la
agitacion, debido a la fragmentacién del soporte por interaccion entre el sistema de
agitacion y el soporte [56]. Por lo tanto es posible que ocurra pérdida de actividad durante
la reaccion de transesterificacion, ain cuando se use lipasa inmovilizada, lo cual sea debido
a pérdida de lipasa y no por inactivacion enzimatica. Por otro lado, si tal pérdida de lipasa
no ocurre y la enzima permanece unida al soporte, el incremento de superficie de contacto
puede favorecer al incremento de transferencia de masa y por lo tanto incrementar la
eficiencia de la enzima como catalizador. Lipasas a partir de diferentes fuentes han sido
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inmovilizadas y utilizadas en la produccion de biodiesel, pero la mas comuinmente
reportada ha sido la lipasa obtenida a partir de Pseudozyma antérctica y Thermomyces

lanuginosus [58].
2.3.3 Uso de solventes

La produccion enzimatica del biodiesel puede realizarse usando solventes organicos
(hexano, heptanos o éter de petr6leo) o simplemente usando una mezcla de sustratos
(lipidos y alcohol) dependiendo de la longitud de la cadena del alcohol. Si se utiliza
metanol o etanol, un solvente puede facilitar la solubilidad del aceite en el alcohol y
también disminuir la viscosidad de la mezcla reactiva, pero se tendria un costo adicional

por la remocion del solvente (destilacion o extraccion) después de la reaccion [59].

Knothe et al. [4] reportaron que la produccion de biodiesel a partir de aceite de girasol
usando éter de petroleo como solvente con lipasa de Pseudomonas fluorescens
inmovilizada, alcanzé el 99% de rendimiento cuando se utilizd metanol, etanol o 1-butanol.

En ausencia de solvente, los rendimientos se reducen al 30, 70 y 76% respectivamente.

Soetaert y Vandamme [60] reportaron el uso de lipasas a partir de Mucor miehei y C.
antarctica en la transesterificacion de varios aceites usando hexano como solvente y
encontraron que la lipasa de Mucor miehei es mas eficiente en la conversion de alcoholes
primarios (metanol, etanol, propanol y 1-butanol) con rendimientos de 95 y 98%, mientras
que la lipasa de C. antarctica es mas apropiada para la conversion de alcoholes secundarios
(isopropanol y 2-butanol) con rendimientos entre 61 y 84%. En la ausencia de solvente el
rendimiento de los metil y etil ésteres decrece, particularmente cuando se utiliza metanol,

con una reduccién hasta de 19%.
2.3.4 Tipo de alcohol y agentes de adsorcion

Muchos tipos de alcohol se pueden usar en la reaccion de transesterificacion enzimatica.

Algunos ejemplos se muestran en la tabla 8.
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Tabla 8. Condiciones reportadas para la transesterificacion enzimética de algunos aceites y grasas [61]

Alcohol Fuente de lipasa Materia prima Solvente Rendimiento (%)
Metanol C. antarctica Aceite de canola Hexano 98
Metanol C. antarctica Aceite de algodén - 92
Metanol C. antarctica Aceite de algodén t-Butanol 97
Metanol C. antarctica Aceite de soya - 94
Metanol T. lanuginosus Aceite de soya - 90
Etanol P. cepacia Sebo de res - 95
Propanol P. fluorescens Aceite de girasol 1,4-Dioxano >05
2-Etil-1-hexano C. rugosa Aceite de canola - 97
Metanol P. cepacia Aceite de palma - 15
Etanol P. cepacia Aceite de palma - 72
Metanol Mucor miehei Aceite de soya Hexano 75
Etanol Mucor miehei Aceite de soya Hexano 97
Metanol Mucor miehei Sebo de res Hexano 95
Etanol (96%) Mucor miehei Sebo de res Hexano 98
Etanol anhidro Mucor miehei Sebo de res Hexano 68
Propanol Mucor miehei Sebo de res Hexano 24
Butanol Mucor miehei Sebo de res Hexano 20
Propanol C. antarctica Sebo de res Hexano 61
Butanol C. antarctica Sebo de res Hexano 84

La relacidbn molar con el sustrato es una variable de gran influencia en la sintesis del
biodiesel. EIl exceso de alcohol con respecto a la relacion estequiométrica 3/1, se utiliza
para asegurar una mayor velocidad de reaccion y minimizar limitaciones difusionales. Sin
embargo, excesivos niveles de alcohol pueden inhibir a la enzima, especialmente aquellos
de cadenas cortas. Esto reduce la estabilizacion y remueve la capa acuosa asociada con la
enzima inmovilizada [62]. Este efecto fue observado por Brusamarelo et al. [63], para la
transesterificacion del aceite de soya. La relacion optima de etanol-aceite fue 6/1 con una
conversion de 93% después de 480 min de reaccion. Cuando se incrementaron las
relaciones de alcohol-aceite (9/1 y 12/1), la conversion disminuyé a 51 y 55%
respectivamente para el mismo tiempo de catélisis. Por lo tanto, la adicion gradual de
alcohol puede mantener una lipasa estable por periodos mayores. Pandey [5] reportd que la

adicién gradual de metanol (en tres etapas, cada 16 horas de reaccion), manteniendo la
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misma enzima en el bioreactor, produjo un rendimiento del 98% de biodiesel y que la

conversion se mantuvo por encima de 95% durante 50 ciclos.

La adicion de silica al medio reactivo ejerce un efecto positivo en el rendimiento debido a
la absorcion del glicerol y el agua, disminuyendo la inhibicién de la lipasa [4].

2.3.5 Contenido de agua

Las reacciones de alcohdlisis no involucran al agua como reactivo. Sin embargo, el control
del contenido de agua en el sistema reactivo es importante por las siguientes razones: la
lipasa requiere de un minimo de agua para mantener su conformacion activa; un exceso de
agua puede promover la hidrolisis del sustrato y generar limitaciones de difusion del
sustrato y por lo tanto reducir el rendimiento de biodiesel; el agua puede influenciar
negativamente la reaccion de transesterificacion cuando se usa metanol o etanol, pero no

afecta si se utilizan alcoholes de cadenas mas largas [59].

Drapcho et al. [64] reportaron el uso de lipasa a partir de Pseudomonas cepacia
inmovilizada en una matriz de sol-gel polimérica para la transesterificacion de aceite de
sebo a 40°C por 1 h usando una mezcla de 10 g de grasa, 3 g de preparacion lipolitica, 3 g
de metanol o0 5 g de etanol y diferentes cantidades de agua. Los autores observaron que
cuando la concentracion de agua era menor de 0.2%, la conversidn disminuia

significativamente y que después de 11 ciclos de reuso, la actividad decrecia en un 10%.

Pandey [5] reporta el uso de lipasa a partir de Chromobacterium viscosum en la
transesterificacion del aceite de jatropha con una concentracion del 10%. Cuando el
biocatalizador se utilizé en su forma libre, se observo un rendimiento de 62%, mientras que
cuando la lipasa fue inmovilizada en Celita 545 se obtuvo el 71% de rendimiento. La
adicién de 1% de agua a la preparacion de lipasa libre y el 0.5% de agua a la enzima

inmovilizada se alcanzaron rendimientos de biodiesel de 73% y 92% respectivamente.
2.3.6 Temperatura

Altas temperaturas de reaccion, que suelen ser adecuadas para el uso de lipasa a corto
plazo, puede no ser lo mas apropiado cuando se considera el retso de la enzima, debido a

que el tiempo de vida media de las lipasas disminuye al incrementarse la temperatura.
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Matassoli et al. [65] investigaron la influencia de la temperatura en la etanolisis del aceite
de palma crudo catalizada con Lipozyme TL IM (3% p/p) con una relacion molar
etanol/aceite de 3/1, con la adicion gradual del etanol. Observaron los mejores resultados a
50°C. Para la evaluacién del efecto de la temperatura en la produccion enziméatica de
biodiesel, Brusamarelo et al. [63] propusieron un modelo semiempirico. Los autores
investigaron la produccién de biodiesel a partir de aceite de soya utilizando una lipasa
comercial Novozyn 435, dentro de un rango de 45-70°C, observando el rendimiento mas
alto (92%) a 65°C.

2.3.7 Tipo y dosis de enzima

La cantidad de enzima adicionada a la reaccion es un factor importante en la produccion de
biodiesel, debido a su efecto en la velocidad de reaccion (a mas alta dosis de enzima, mayor
velocidad de reaccion), pero existe un limite al cual la adicion de mas enzima ya no altera
la velocidad de formacion del producto o donde la cantidad de enzima utilizada hace al
proceso prohibitivo. En este contexto, la produccion enzimatica de biodiesel se investigd
usando dosis de lipasa C. antarctica (Novozym 435) de 1 a 20% (p/p) [63]. Los autores
observaron la mas alta conversion de los triglicéridos a etil ésteres (93%) cuando se utilizo

el 10% (p/p) de enzima inmovilizada.
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CAPITULO 3

EVALUACION DE LA OBTENCION DE BIODIESEL A PARTIR DE RESIDUOS
DE LA INDUSTRIA DE CARNICOS.

3.1 RESUMEN

En los Gltimos cincuenta afios, los combustibles derivados del petréleo han sido la
principal fuente de energia en el mundo. Sin embargo, los altos costos del petréleo limitan
su disponibilidad. Estudios prospectivos indican que los problemas econdémicos y
ambientales inciden positivamente en la produccién de biocombustibles a partir de biomasa
y productos de desecho. Los metil ésteres de acidos grasos a partir del sebo animal son
considerados componentes potenciales para la produccion de biodiesel que junto con la
grasa residual en carne y huesos, constituyen una interesante fuente de materia prima para
la produccion de este biocombustible. Este trabajo presenta los inventarios regionales de la
disponibilidad de grasa residual en rastros e industria de procesos carnicos, asi como el
calculo de la produccion potencial de biodiesel. Se estimo que el biodiesel generado a partir
del sebo de residuos carnicos, combinado con el diesel de petroleo en una mezcla del 2% de
biodiesel cubriria el 25% de los vehiculos de carga y de pasajeros, registrados en el 2007 en

Baja California.
3.2 OBJETIVOS

Los objetivos de este estudio fueron determinar el potencial que existe en el estado de Baja
California para la produccion de biodiesel a partir de desechos animales de la actividad
ganadera, y la disponibilidad de los residuos grasos generados en los procesos de

rendimiento de esa misma actividad.
3.3 INVENTARIO DE RASTROS E INDUSTRIAS DE RENDIMIENTO

Baja California tiene el 6° lugar nacional en produccion de carne en canal bovino de
acuerdo al Servicio de Informacién Agroalimentaria y Pesquera (SIAP) en su reporte de
2009. En el 2008 aproximadamente 327,086 cabezas de ganado (bovino, porcino, caprino
y ovino) y 695,111 aves fueron sacrificados para produccién de carne (calculos propios en

base a la informacion reportada por SIAP [66]. La Figura 5 muestra las cabezas de ganado
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en pie en el 2008 para Baja California. El estado cuenta actualmente con 21 asociaciones
ganaderas, 18 corrales de engorda, 6 rastros municipales y 4 establecimientos TIF (Tipo
Inspeccion Federal).

; Porcino Caprino
Bovino )
243,188 12,076 23,970 Ovino

Ve
1,633,731

Figura 5. Ganado en pie en Baja California en 2008 [85].

3.4 EL SEBO EN EL PROCESO DE MATANZA

Los procesos de matanza generan grandes cantidades de residuos organicos que tienen el
potencial para la produccion de biocombustibles. Aproximadamente el 49% del peso de una
res, el 44% del peso de un cerdo, el 37% del peso de aves son materiales no aptos para el

consumo humano [67].

La composicidn de estos residuos varia, pero una aproximacion global de sus valores seria
60% agua, 20% proteinas y minerales y 20% grasa antes de ser procesadas para
rendimiento [68]. Estos materiales organicos son altamente perecederos y cargados de
microorganismos, muchos de los cuales son patdgenos tanto para humanos como para
animales. El proceso de rendimiento ofrece un sistema seguro e integrado en el manejo de
materia animal que cumple con todos los requerimientos fundamentales de calidad
ambiental y control de enfermedades [68]. La Figura 6 muestra el proceso basico del

rendimiento de las materias generadas en los rastros.

El sebo en la industria de rastros es un subproducto del proceso de rendimiento, el cual se

realiza para reciclar las materias primas del tejido de los animales y darles un valor
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agregado. La produccion de mantecas y sebos en Baja California se puede estimar a partir
del porcentaje de grasa en la materia de rendimiento para produccion de grasa, aunque
mucho depende del tipo de alimentacion del ganado.
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Figura 6. Proceso basico de rendimiento para la extraccion de grasa (ProCarnes, 2009).

Tabla 9. Produccidn de ganado de rendimiento y grasa ho comestible en Baja California en el
2008. Calculos basados en los datos de INEGI y SIAP, 2009 [66, 69]

Ganado Produccién *Subproducto *Subproducto Grasa no comestible
(toneladas) (%) (toneladas) (toneladas)

Bovino 130,788 49 64,086 10,253
Porcino 1,724 44 758 121

Ovino 509 49 249 39
Caprino 419 37 155 24

Aves 1,564 37 579 92

Total 135,004 65,827 10,532

*Subproducto es considerado material no comestible.

En 2008 se produjeron en Baja California un total de 135,004 toneladas de ganado en pie
de bovino, porcino, caprino, ovino y aves (SIAP, 2009), las cuales debieron haber generado
65,827 toneladas de material de rendimiento no comestible [68]. Si se considera que por
cada tonelada de material animal para rendimiento se generan 0.16 toneladas de grasa [68],

entonces se tiene una produccion de 10,532 toneladas, la cual es ligeramente alta, sin
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embargo, no existe informacién nacional acerca de la grasa animal producida en el estado

y para fines de aproximacion se consideran los datos de la tabla 9 para los célculos.

El balance de materia y energia a partir del sebo y de los desperdicios generados en un
rastro de ganado se presenta en la Figura 7. La produccion de desechos en rastros se calcul6
a partir de la produccion en toneladas de ganado reportada por SIAP, multiplicada por la

fraccion de material de no consumo humano.
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Figura 7. Balance de materia y energia generado del proceso de rendimiento en base al peso de una res. (a)
55% gas metano del biogas producido; valor energético del metano 37.78 MJ/m* (b) valor energético del
biodiesel 39 GJ/ton.



3.5 POTENCIAL ENERGETICO DE LA GRASA ANIMAL

Para este analisis, se asume que el 13.12% de la grasa obtenida del proceso de rendimiento
de grasa no comestible, es grasa amarilla, la cual se extrae por prensado del producto
solido [70], y por tener una menor calidad y costo, se podria usar como materia prima para
la produccion de biodiesel. De acuerdo a la generacion de residuos carnicos en el 2008, se
tendria un total de 1,382 toneladas de grasa amarilla. EI rendimiento de la produccion del
biodiesel es del 95% con respecto al sebo de entrada al proceso [71] y el valor energético
del biodiesel es 39 GJ/tonelada [72].

El potencial de energia disponible a partir del sebo seria de 51,197 GJ/afio en Baja
California. Esta energia representa el 0.27% de la energia suministrada por el diesel en Baja
California (19 PJ en 2005) [73], de acuerdo al calculo hecho a partir de la informacion
obtenida del reporte [74], en donde el diesel genera el 26% de la energia suministrada por

los combustibles para vehiculos de transporte.

El calculo de biodiesel posible de obtener a partir de la produccion de sebo fue de 1,313
toneladas por afio, cuyo volumen corresponde a 1,492 m*/afio, si consideramos la mezcla de
combustible B2 (2% biodiesel, 98% diesel) se tendrian 74,596.6 m®/afio de mezcla B2. Este
combustible es suficiente para surtir de combustible aproximadamente, a 10,710
vehiculos/afio, de carga y de pasajeros con motor diesel [75-76]. La reduccion potencial de
emisiones de CO, por el uso de esta mezcla se calcula en 3,730 tonelada/afio, lo cual
representa el 2.2% de reduccién de emisiones de CO, por diesel. EI consumo promedio de
combustible considerado fue de 14.75 MJ/km [75]. El kilometraje promedio por vehiculos
en México fue de 16,995 km/afio [76].

El sebo es un producto con un considerable valor en el mercado y los compradores
potenciales de sebo para la produccion de biodiesel tendrian que competir con otras
industrias. EI mercado del sebo incluye su uso en alimento para animales, elaboracién de

jabones, cosméticos e industrias oleo-quimicas.
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Precio de Sebo en U.S. versus Precio de Crudo
— Sebo - U.S. — Precio de Petroleo Crudo (Dolares por Barril)
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Figura 8. Perfiles de los costos del sebo en U.S. versus costos del barril crudo (NRA, 2009, [77]).

El futuro uso del sebo en plantas de biodiesel depende del crecimiento de la industria del
biodiesel en México y también de la permanencia competitiva de los costos del sebo.
Estimaciones de las posibles cantidades de sebo disponibles para produccion de biodiesel
en el futuro son por lo tanto problematicas y sujetas a considerables cambios. En la Figura
8 se muestra un andlisis comparativo del costo del sebo contra el costo del barril de crudo,

observandose perfiles muy similares y costos de sebo elevados.
3.6 CONCLUSIONES

La energia disponible por el biodiesel generado a partir del sebo de residuos carnicos se
estimo en 51,197 GJ/afo. Esta energia representa el 0.27% de la energia suministrada por el
diesel de petréleo en Baja California (19 PJ en 2005), para vehiculos de transporte y carga.
El biodiesel generado a partir del sebo de residuos carnicos, combinado con el diesel de
petréleo, en una mezcla del 2% de biodiesel cubriria 10,710 vehiculos de carga y de

pasajeros, registrados en el 2007.

El analisis nos indica que este recurso permitiria reducir el uso de tierra para la produccion

de cultivos bioenergéticos, sin embargo el elevado costo del sebo por su alta demanda es un
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factor negativo. Es necesaria una politica energética mas orientada hacia la produccion y
uso de los biocombustibles. Es esencial explotar el potencial energético de los residuos para

la produccién de energia y tener una apertura mayor hacia la generacion de biotecnologias
propias.
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CAPITULO 4

ESTUDIO DE LA PRODUCCION DE LIPASA EXTRACELULAR A PARTIR DE
HONGOS FILAMENTOSOS.

4.1 RESUMEN

Se probaron seis diferentes microorganismos productores de lipasa para medir su
produccion, usando fermentacion sumergida (SmF) en medios selectivos que contenian
aceite vegetal como Unica fuente de carbono y energia. Los microorganismos recién
adquiridos se mantuvieron en medio agar dextrosa papa. Periédicamente se realizaron
observaciones al microscopio para confirmar que las colonias no estuvieran contaminadas
por la presencia de otros microorganismos y se almacenaron a 4°C para su continua
transferencia. Posteriormente, de las seis cepas en estudio se confirmo la presencia de dos
especies por extraccion, purificacion y secuenciacion del DNA; Aspergillus oryzae y
Penicillium chrysogenum. También por secuenciacion se identifico la presencia de otras
especies a partir del DNA de las muestras analizadas, Aspergillus flavus, Penicillium sp., y
Penicillium aurantiogriseum. Las especies de Aspergillus niger y Aspergillus awamory se
identificaron solo por caracteristicas y morfologia de las colonias. Las especies de
Trichoderma sp. y Trichoderma reesei no se pudieron observar al microscopio para
determinar su taxonomia, se cree que en el proceso de transferencia de cultivos pudieron
perderse. La produccién de lipasa se realizd usando la solucién de sales minerales
modificada de Reese y Mandals suplementada con aceite de olivo como sustrato en
matraces Erlenmeyer con agitacion a 29+1°C y se hizo el seguimiento de la fermentacion.
De los 6 microorganismos estudiados, las especies Aspergillus niger y Trichoderma sp
produjeron lipasas extracelulares con la mayor actividad lipolitica 3.5 y 4.3 U/ml
respectivamente. Aunque la maxima biomasa fungal se presenté a las 60 h, la velocidad

especifica de crecimiento méas alta se observé de las 6 a las 18 h con un valor de 0.30 h™.
4.2 INTRODUCCION

Las lipasas son éster-glicerol hidrolasas (E.C. 3.1.1.3), las cuales hidrolizan el enlace éster

del glicérido en la interface aceite-agua.
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Durante la hidrdlisis, las lipasas se unen al grupo acil del glicérido para formar un complejo
acil-lipasa, el cual luego transfiere su grupo acil a grupos OH del agua [78]. La forma
comun de accion de las lipasas como biocatalizador es la siguiente:

lipasa

-
Grasa (0) Aceite + Agua Acidos grasos + Glicerol

El sector industrial prefiere las lipasas de origen microbiano debido a su disponibilidad en
grandes cantidades ya que se pueden producir con altos rendimientos. La importancia de la
utilizacién de las lipasas en la industria se debe a los siguientes factores: (1) actlan sobre
un amplio rango de pH y temperatura, (2) presentan alta especificidad, (3) no requieren co-
factores, y (4) catalizan un amplio rango de reacciones [79]. En las Gltimas décadas, el
interés en la produccion de lipasa microbiana se ha incrementado debido a su aplicacion
potencial en diferentes sectores industriales tales como alimentos, tratamiento de aguas
residuales, cosméticos, oleo quimicos, farmacos, detergentes [80] y en el sector de
combustibles, en donde las lipasas se aplican como catalizadores para la sintesis de ésteres

y para la transesterificacion del aceite para la produccion de biodiesel [81].

El presente estudio permitié identificar el microorganismo con el mas alto rendimiento de
lipasa, con las caracteristicas necesarias para utilizarse en la sintesis de biodiesel. Para ello,
se analizd la produccion de lipasa a partir de 6 diferentes mohos (Aspergillus niger,
Aspergillus oryzae, Aspergillus Awamory, Trichoderma sp, Trichoderma reesei Yy
Penicillium chrysogenum), teniendo en cuenta que las lipasas extracelulares pueden
producirse a gran escala, bajo condiciones normales de laboratorio, el sustrato adecuado y

los parametros de proceso 6ptimos.

43 MATERIALES Y METODOS

Las cepas utilizadas en este estudio fueron Aspergillus niger, Aspergillus oryzae,
Aspergillus Awamory, Trichoderma sp, Trichoderma reesei y Penicillium chrysogenum
donados por la Universidad de Tecnologias Alimenticias de Plovdiv, Bulgaria.

Los cultivos se mantuvieron en tubos de cultivo utilizando como medio Agar Dextrosa
Papa (ADP). Los tubos completamente esporulados se almacenaron a 4°C y se

subcultivaron cada tres semanas.
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4.3.1 Cultivos e identificacién

Las caracteristicas observadas de los diferentes cultivos para su identificacién fueron el
didmetro de la colonia, color, exudado y textura de la colonia. En la observacion al
microscopio, se extrajo cuidadosamente una pequefia porcion del cultivo en la placa con
agar y se coloco en un portaobjeto cubriéndola con un cubreobjetos. Las caracteristicas
microscopicas para la identificacion fueron la cabeza conidial, conidiéforo, color y longitud
forma de la vesicula, tamafio de conidia, forma y textura. Al final se compararon las
caracteristicas morfologicas con las especies estdndar [82]. También se realizd una
identificacion de las cepas por extraccion, purificacion y secuenciacion del DNA de los
microorganismos. Esta etapa del estudio se realizd con la colaboracion del Departamento
de Quimica de la Universidad Autonoma de Guadalajara. Los productos del PCR (Reaccion
en Cadena de Polimerasa) purificados fueron secuenciados con un secuenciador ABI. Los
cromatogramas de las secuencias del DNA fueron editadas con el Programa BioEdit
Sequence Alignment Editor [83]. Todas las secuencias fueron analizadas por homologia

utilizando el buscador de nucleotidos de Gene Bank [84].

4.3.2 Medio de crecimiento

Para la especie de los Aspergillus se utilizd la Fermentacion Sumergida (SmF) con un
Medio de Crecimiento Mineral (MCM) conteniendo en g/L: NaH,PO, 12, KH,PO, 2,
MgSQO,.7H,0 0.3 y CaCl, 0.1. Como fuentes de nitrégeno y carbono se utilizaron sulfato
de amonio-urea al 0.75-0.34% Yy aceite de olivo al 2%, respectivamente. EIl pH inicial se
ajusto a 6 [85]. Para las especies de Trichoderma y Penicillium también se utilizé la SmF
donde el medio mineral contenia (en g/L): KNO3; 2, MgS0O,.7H,0 0.5, KH,PO, 1.0,
ZnS0,.7H,0 0.44, FeSO,4.7H,0 1.1 y MnS0O,4.7H,0 0.2. Se usaron sulfato de amonio al
0.5%, peptona 0.25 g/L y aceite de olivo al 2%, como fuentes de nitrégeno y carbono
respectivamente, para las especies Trichoderma sp y Trichoderma reesei. El pH inicial se
ajusto a 5 [86]. EI medio de crecimiento para el Penicillium fue similar al medio mineral de
las especies Trichoderma, solo variando la composicion de las fuentes de nitrégeno vy
carbono: sulfato de amonio 0.45%, aceite de oliva 0.5% y glucosa 0.25%. EIl pH inicial se
ajust6 a 6 [87].
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4.3.3 Produccion de lipasa por SmF

El cultivo se desarrolld en matraces Erlenmeyer de 125 ml conteniendo 20 ml del medio
mineral. EI contenido se esterilizd en autoclave a 121°C por 20 min. Después de enfriar, el
medio estéril se inoculd con 1 ml de suspension de células de un cultivo de 7 dias de
incubacion. Los matraces se incubaron a 28-30°C en un agitador térmico, Shak-R-Bath
marca Lab-Line, a 120 ciclos/min por 4 dias. Al cuarto dia, el contenido de los matraces se
transfiri6 a matraces Erlenmeyer de 500 ml con medio mineral estéril y se incubaron a 28-
30°C en un agitador térmico a 120 ciclos/min por 3 dias. Cada 24 horas se analizaba la
actividad lipolitica en cada matraz, bajo un ambiente controlado, para evitar la
contaminacion de los medios [88]. La Figura 9 muestra el procedimiento realizado en la

produccion y estudio de la lipasa.

Fermentacion Determinacion de biomasa

SmE Separacion ~ Lavado
28-29°C (Filtracion) [ Micelio —>| - Secado
120 ciclos/min - resado
Extracto fermentativo
Determinacion de
actividad enzimatica
(pH-stat)
Purifi(_:ag:iér] parcial Sobrenadante
(Precipitacion con (Descartado)

etanol)

T
Enzima cruda

Efecto pH Efecto

Temperatura
(6.0-10.0) (30-70°C)

Figura 9. Diagrama de flujo de la secuencia experimental
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4.3.4 Determinacion de masa celular seca

Para determinar la biomasa fungal, el micelio se filtr6 utilizando papel Whatman No. 40,
posteriormente, se lavo con agua destilada para remover las sales del medio. EI micellium

lavado se secd a 100+1 °C a peso constante, y se determind la masa.
4.3.5 Velocidad especifica de crecimiento

Para determinar la velocidad especifica de crecimiento (l), se graficé el logaritmo natural
de la biomasa (In X) contra tiempo (t). La pendiente de la recta en cualquier tiempo (t)

corresponde a la velocidad especifica de crecimiento en ese momento.

4.3.6 Determinacion de actividad lipolitica

La actividad enzimatica de la lipasa en el extracto del fermento, se determiné por el método
“pH-stat titulacion” en una emulsion formada de goma ardbiga y aceite de olivo como

sustrato [89].

La reaccion se realizd en vasos de precipitado de 100 ml a temperatura ambiente. La
mezcla reactiva compuesta por 24 ml de emulsion-sustrato 75% goma arabiga (3% goma
arabiga y 1.25% CacCl,.2H,0) y 25% aceite de olivo, se diluyo con 11 ml de agua destilada
y se ajusto el pH a 8 con NaOH 0.02N. Se adicionaron 5 ml de extracto de enzima diluida
en solucién de cloruro de sodio al 1% y se mantuvo el pH por 10 minutos por adicién de la
solucion de hidroxido de sodio. La reaccion se terminé llevando el pH a 10 para desactivar
a la enzima y se mantuvo en este pH por 30 seg. El volumen de sosa consumido se compar6

con un control preparado de la misma manera el cual se llevé directamente a pH de 10.
4.4 RESULTADOS Y DISCUSION

4.4.1 ldentificacion morfologica

La identificacion de los microorganismos que se utilizaron en el estudio presente, es muy
importante para confirmar la integridad de los cultivos de acuerdo a las pruebas que se
realizaron durante su aislamiento en el Departamento de Bioquimica y Microbiologia de la
Universidad de Plovdiv. La Figura 10 y la Tabla 10 muestran el aspecto morfolégico de las

cepas en estudio.
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i) Aspergilias awamory

i) Pesiclliiam chrysogen um

b) Aspergiius miger

¢) Trichoderma sp

1) Trichoderma reesel

Figura 10. Aspecto morfologico de cepas en medio ADP. a) A. awamory, de aspecto algodonoso, conidias
verde olivo y bordes de micelio blanco, b) A. niger, aspecto algodonoso, conidias negras y bordes de micelio
blanco, c) A. oryzae, de aspecto algodonoso, conidias verde palido y amarillo y bordes de micelio blanco, d)
Penicillium chrysogenum, aspecto velutinosas, de color verde y exudado amarillo, bordes de micelio blanco
en el centro y periferia, €) Trichoderma sp, de lento crecimiento y aspecto verde oscuro, exudado verde,
bordes de micelio blanco, f) Trichoderma reseei, crecimiento lento y aspecto verde olivo, exudado amarillo.

Tabla 10. Observaciones al microscopio en campo ocular de las especies seleccionadas

Microorganismo

Observaciones al microscopio en portaobjeto de espécimen preparado*

Hifa

Otras observaciones

Aspergillus awamory

Septada hialina, muy ramificada en
angulo agudo. Conidiéforo de pared
lisa alargada. Fialides sumamente
agrupadas, se originan de la porcion
media distal de la vesicula.

Cabeza conidial oscura y vesicula
redonda. Conidias redondas y
lisas, surgen de las fiadlides sin
ninguna organizacion.

Aspergillus niger

Septada hialina, ramificacion en
angulo de 90°. Conididforo de pared
lisa incolora. Fidlides cubiertas de
gran cantidad de conidias sin
organizacion caracteristica.

La cabeza conidial cubre toda la
vesicula. Los conidios son de color
marrdn y rugosos.

Aspergillus oryzae
PR o

Septada hialina, ramificaciones en
angulo agudo. Conidias liberadas del
penacho y dispuestas aleatoriamente.
Conidiéforo de pared lisa incolora.

Fidlides unidas directamente a la
vesicula y sumamente agrupadas.
Conidias redondas y lisas, surgen
de las fidlides con organizacion en
cadena.

Penicillium chrysogenum

Septada hialina, ramificacién en
angulo agudo. Conidiéforo de pared
lisa incolora. Vesicula redonda y
pequenia, de ella se extienden las
fidlides alargadas y delgadas.

Conidias de aspecto redondo y
liso, surgen de las fidlides en
direccién distal a la vesicula en
organizacion en cadena. Aspecto
de ramificacién de drbol.
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4.4.2 ldentificacion por secuenciacion del DNA

Los resultados de la Tabla 11, muestran la identificacion de las especies por secuenciacion
del DNA. Se observa la identificacion de especies que no se tenian registradas como
presentes en las cepas madres (Aspergillus flavus, Penicillium sp y Penicillium
aurantiumgriseum) y solo dos cepas coinciden con la identificacion de GenBank
(Aspergillus oryzae y Penicillium chrysogenum). Las especies de Aspergillus niger y
Aspergillus awamory solo se identificaron en base a su taxonomia, debido a la baja
concentracion de material genético para su secuenciacion. Las cepas identificadas como
Trichoderma sp y T. reseei tienen un alto porcentaje de homologia con el género
Penicillium. Se ignora la razon de la pérdida de las cepas Trichoderma. Puede ser que estas

cepas se perdieran debido a las constantes transferencias realizadas durante su estudio.

Tabla 11. Identificacion de secuencias de productos de PCR

Muestra GenBank Producto PCR  Homologia Valor esperado

ID ID (material gen.) (%) (“BLASTN”)

Aspergillus awamory - Insuficiente - -

Aspergillus niger - Insuficiente - -

Aspergillus oryzae Aspergillus oryzae suficiente 100 0.0
JQ717336

Aspergillus oryzae Aspergillus flavus Suficiente 100 0.0
KC146411

Penicillium chrysogenum Penicillium chrysogenum suficiente 100 56-68
JN088238

Trichoderma reesei Penicillium sp. Suficiente 98 2e-56
EU142900

Trichoderma sp. P. aurantiogriseum Suficiente 99 0.0
JN942860

En base a la taxonomia presentada por las cepas se confirma la ausencia de las especies

Trichoderma sp, Trichoderma reseei y la presencia de las especies Aspergillus niger,

Aspergillus awamori, Aspergillus flavus, Penicillium chrysogenum y Penicillium sp.
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4.4.3 Produccion de lipasa

Se determind el efecto del tiempo de incubacion en la produccion de lipasa por los
microorganismos estudiados, con sales minerales de Mandel como medio suplementado y

con aceite de oliva como sustrato; los resultados se observan en las Figuras 11 y 12.

En el caso de las especies de los Aspergillus, la produccién de la lipasa inici6 a las 48 horas
de incubacién con una actividad de 1.5 U/ml para el A. niger, después de alcanzar la fase
logaritmica de crecimiento. Esto sugiere que la produccién de lipasa por A. niger estuvo
parcialmente asociada con el crecimiento del microorganismo. Posteriormente, se observo
que la actividad incremento lentamente hasta el dia 3 con una actividad de 2.5 U/ml. Para el
dia 4 la actividad alcanzé su valor maximo de 3.5 U/ml. Finalmente para el dia 5 la
velocidad de produccion se encontrd que habia descendido a 3 U/ml, lo cual pudo deberse a
la degradacion proteolitica del sistema enzimatico [88]. Un comportamiento similar

presentaron el A. awamory y el A. oryzae solo que sus actividades lipoliticas fueron

menaores.
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La produccion de lipasa por Trichoderma sp se inici6 alrededor del primer dia de
fermentacion con una activacién de 0.8 U/ml. Posteriormente se observd un rapido
incremento en la actividad alrededor del segundo dia con un valor de 3.8 U/ml, siendo ésta
la maxima actividad registrada. Posteriormente alrededor del dia 3 la actividad decrece
marcadamente hasta un valor 0.9 U/ml. La especie del Trichoderma reesei presenta

comportamiento similar, pero con menores valores de actividad lipolitica. En cambio la
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especie Penicillium chrysogenum inicia la produccion de lipasa alrededor del dia 2 con una
actividad de 0.9 U/ml, para incrementarse rapidamente a 4.3 U/ml alrededor del dia 3
donde alcanza su méaxima actividad. En el dia 4 la actividad del Penicillium desciende hasta
0.3 U/ml.

4.4.4 Velocidad de crecimiento fungal

La velocidad de crecimiento celular y la produccién enzimatica por microorganismos es
importante para entender su patron de fermentacion. La Figura 13 muestra la velocidad de

produccion de biomasa durante la fermentacion a 29+1 °C por 72 horas de incubacion.
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Figura 13. Velocidad de produccion de biomasa Figura 14. Velocidad especifica de crecimiento de
durante la fermentacién para A. Niger (—%) biomasa () 0.300 h™ A. niger (—#— ), 0.300 h™*
A.oryzae (—=—)y A awamory (=&). A. oryzae (—=-) y 0.301h™* A. awamory (&) enel

lapso de 6-18 horas de fermentacién.

La méxima velocidad de crecimiento se observd entre 12 y 48 horas de fermentacion.
Después de las 60 horas, se observo una disminucion en la masa micelial seca. La Figura 14
muestra que la fase de adaptacidn es seguida de un crecimiento exponencial entre las 6 y 18
horas, durante el cual se observé una velocidad especifica de crecimiento (p) de 0.30 h™
Después de eso, aunque la velocidad de crecimiento siguié incrementandose, la velocidad
especifica de crecimiento (pendiente de la curva en la Figura 14) decrecia. Una explicacion
posible es que en lugar de un crecimiento celular homogéneo, se empiezan a formar
agregados miceliales para los cuales el suplemento de nutrientes y oxigeno se convierten en

limitantes del crecimiento [90].
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4.4.5 Temperatura y pH optimos de la actividad lipolitica

La 6ptima actividad de la lipasa en el extracto crudo para las especies de A.niger y P.
chrysogenum se observo al mismo pH de 8.0. La lipasa de A. niger presentd su maxima
actividad en el rango de temperaturas de 40-45 °C (Figura 15), decreciendo drasticamente a
los 60 °C. Se tienen reportes de lipasas producidas a partir de cepas de A. niger con
temperaturas 6ptimas de actividad entre los 40 y 55 °C [91]. La lipasa producida a partir de
P. chrysogenum mostr6 su Optima actividad alrededor de los 40 °C (Figura 16). Resultados
similares han sido reportados en estudios anteriores [92].
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Figura 15. Temperatura y pH 6ptimos de actividad Figura 16. Temperatura y pH 6ptimos de actividad de
de lipasa de la especie A. niger. lipasa de la especie P. chrysogenum.

45 CONCLUSIONES

De acuerdo a los resultados obtenidos a partir de la fermentacion sumergida, las seis cepas
mostraron actividad lipolitica. Las dos cepas que presentaron las mas altas actividades
lipoliticas fueron seleccionadas para la produccion y aislamiento de la enzima. La
temperatura y pH oOptimos fueron determinados para futuras pruebas de reacciones de

hidrolisis y transesterificacion.
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CAPITULO 5
IDENTIFICACION Y CONSERVACION DE HONGOS FILAMENTOSOS
PRODUCTORES DE LIPASAS

5.1 RESUMEN.

Mantener y conservar una coleccién de hongos es una tarea que demanda constante
dedicacion y vigilancia. Requiere conocer las caracteristicas morfoldgicas, fisioldgicas y
bioquimicas de los hongos, asi como sus requerimientos en cuanto a los métodos de
preservacion. El objetivo del presente trabajo consistio en evaluar la viabilidad, pureza y
estabilidad morfolégica macroscépica y microscopica de seis cepas de hongos
filamentosos donados y previamente identificados por el Departamento de Bioguimica y
Microbiologia de la Universidad de Plovdiv, Bulgaria. Las cepas identificadas como
Aspergillus niger, A. awamori, A. oryzae, Penicillium chrysogenum, Trichoderma reseei y
Trichoderma sp, fueron subcultivadas y preservadas en tubos inclinados con medio papa-
dextrosa-agar durante 18 meses. Para la evaluacion de los hongos se realizaron
transferencias por diluciones seriadas, a partir de subcultivos de 12 meses de edad, con el
objeto de realizar observaciones morfoldgicas para comparacion con las claves
taxonomicas reportadas en la bibliografia. EI 50% de los aislamientos originales se
conservaron puros y viables (Aspergillus niger, A. awamori, A. oryzae). La especie de
Penicillium se encontré6 mezclada con Aspergillus sp. y no se encontré presente el género
Trichoderma, identificandose correctamente éste como Penicillium sp. La preservacion de
las cepas identificadas se realizd mediante la inoculacién de sustrato estéril (suelo y arena,

1:1), mantenidos en tubos de vidrio de 10 ml de capacidad y almacenando a 4°C.

5.2 INTRODUCCION

El estudio de microorganismos tales como microalgas y hongos frecuentemente involucra
el uso de cultivos vivos. Estos deben ser conservados con vida al menos durante el estudio
y experimentos, y si son importantes, seguir manteniéndolos para trabajo futuro. Es
entonces que se crean bancos de germoplasma, cuyo objetivo primordial es el de mantener
cepas sin cambios morfoldgicos, fisioldgicos o genéticos hasta que requieran usarse. Por su
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parte, material genético de interés cientifico, de conservacién o comercial, es mantenido en
colecciones como organismos vivos 0 sus propagulos. Esta actividad permite tener
accesibles lineas genéticas particulares o germoplasma de especies 0 grupos taxonémicos
de interés para su estudio, comercializacion o reintroduccion a la naturaleza en forma de
poblaciones vivas. Una de las tareas mas importantes de este tipo es la preservacion de las
mismas que asegure que la reserva genética de estos organismos se encuentre disponible
para investigacion y desarrollo. Las técnicas de preservacién van desde un crecimiento
continuo hasta métodos que reducen la velocidad del metabolismo al punto en que éste es
detenido [93]. Varios métodos para la conservacion de cultivos flngicos se han
desarrollado principalmente desde el siglo pasado hasta estos dias. Estos se basan ya sea en
el metabolismo fangico continuo o suspendido [94]. Estos métodos se dividen en dos
principales grupos basados en el metabolismo continuo o suspendido del hongo. EI primer
grupo incluye la conservacion en agua esteril [95], transferencias en agar, almacenamiento
en frio a 5-8°C, congelacion a -20°C, en aceite mineral o parafina, en granos o suelo a
temperatura ambiente [96]. El segundo grupo incluye secado, silica gel, liofilizacion,
nitrégeno liquido y criogénesis a -70°C [94]. La criopreservacion es considerada el mejor
método disponible para la conservacion de cultivos microbioldgicos a largo plazo debido a
la estabilidad en la produccién de metabolitos secundarios y la minimizacién en la
alteracion genética [97]; sin embargo, tal método es costoso y existen factores que afectan
la recuperacion de las celulas [98]. La liofilizacion es mas conveniente y favorable para
colecciones numerosas [99]. Se extiende por periodos de 20-40 afios de almacenamiento;
no obstante hay restricciones tales como el tiempo de recuperacion del aislamiento
preservado para obtener una viabilidad optima. Solo las conidias pueden sobrevivir este
altimo método. EI método de Castellani, ademas de ser simple y econdmicamente viable
para laboratorios pequefios, presenta resultados satisfactorios para la preservacion de la
mayoria de las especies fungicas [100], aun si la viabilidad parece estar ligada en algin
microorganismo en particular, se sugiere la utilizacion de un segundo método de
conservacion y asi retener la estabilidad morfoldgica y la viabilidad por largos periodos
[101]. La transferencia repetida en agar es un método laborioso y que demanda tiempo, es
susceptible a la contaminacion y el subcultivo en medios sintéticos puede llevar a la pérdida
en la habilidad de esporulacion. Investigaciones recientes concluyen que caracteristicas

fisiologicas pueden verse afectadas por esta Gltima técnica [102].
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5.3 ANTECEDENTES

Los lineamientos para establecer y operar las colecciones de microorganismos los ha
determinado la Federacion Mundial para el Cultivo de Colecciones (WFCC, Word
Federation and Culture Collection por sus siglas en inglés). Esta federacidén agrupa a 466
colecciones en 61 paises. En México se han registrado 15 de ellas, y seis se encuentran en
Centros CONACYT, dos de preservacion de cepas de hongos en el INECOL y en la unidad
Tapachula de ECOSUR, un banco de microalgas y otro de cianobacterias en CIBNOR.
Ademas, existen dos bancos de germoplasma representativos de grupos de angiospermas.
Uno de ellos es una coleccion del género Agave y sus relativos, especialmente de especies
afines al henequén (Agave fourcroides Lem.); el otro es una coleccion de variedades de
cocotero (Cocos nucifera L.). El cepario del INECOL tiene ya 20 afios en funcionamiento,
mientras que el de ECOSUR alrededor de diez. Los bancos de algas y cianobacterias del
CIBNOR son aun maés recientes (de cinco a ocho afios desde su fundacion). Los dos
altimos han recibido un fuerte apoyo de la CONABIO. Los bancos de germoplasma de
angiospermas, aun cuando han existido por varios afos (especialmente el Agave), solo

recientemente han sido formalizados como tales [103].

5.4 METODOS PARA LA PRESERVACION DE CEPAS MICROBIANAS

Para evitar la degeneracion y el envejecimiento de las cepas es necesario preservarlas
adecuadamente y retardar, hasta donde sea posible, los cambios degenerativos normales
que ocurren en las células. La declinacién en las caracteristicas deseables de una cepa, se
han atribuido a diferentes factores que actuan en el almacenamiento de la misma, como
son: carencia o agotamiento de los nutrientes en el medio de cultivo; alteracion del pH en el
medio; disminucion en la concentracién de oxigeno y la consecuente acumulacién de CO,
[104]. Entre los diversos procedimientos de conservacion utilizados para hongos, se
destacan el cultivo periddico en cufias de agar, bajo aceite mineral, conservacién de esporas
en tierra, arena o silica gel, cepas liofilizadas, congelacion en nitrégeno liquido y en agua
destilada [93].

Los métodos de eleccion o de conservacion a largo plazo [97-98, 105-106] son los mejores

porque en ellos se paraliza el crecimiento de las células microbianas, pero éstas no han
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muerto. Los métodos de conservacion pertenecientes a este grupo son dos: criocongelacion

y liofilizacion.
5.4.1 Criocongelacion

Los microorganismos pueden ser preservados de -5 a -20° C por 1 a 2 afios por congelacién
en caldo de cultivo o en suspensiones celulares en viales. Para los procesos de profunda
congelacion requieren crioprotectores como el glicerol o dimetil sulfoxido (DMSO),
cuando son almacenadas a -70°C o en nitrégeno liquido de -156 a -196°C. Con caldos de
cultivo se toman de la mitad o pasada la fase logaritmica del crecimiento y mezclado con
un volumen igual de 10 a 20% (v/v) de glicerol o de 5 a 10% (v/v) de DMSO.
Alternativamente, se puede preparar una suspension de glicerol al 10% (v/v) de crecimiento
del microorganismo desde las cajas petri. En este caso la suspension es pipeteada a viales

criogénicos o ampolletas, se congela y se almacena [98].
5.4.2 Liofilizacion

El principio basico para hongos es congelar la suspension conidial y remover el agua por
sublimacion mediante vacio. Los equipos de liofilizacion para este propdsito tiene tres
componentes: un mecanismo de congelamiento, una fuente de vacio y una trampa para el
vapor de agua. Para liofilizar se utilizan cominmente dos métodos: el método de pre-
congelamiento y la centrifugacion. Para mejorar estabilidad y viabilidad se utilizan
soluciones crioprotectantes, las cuales evitan la formacion de cristales a nivel celular. Este
es un método muy recomendable por su comodidad para el almacenamiento y para el envio
de las cepas, pues una vez conseguidos los li6filos pueden almacenarse a temperatura
ambiente (18°C-20°C), con lo cual su envio es muy cémodo [106].

Los factores que hay que tener en cuenta para hacer una buena liofilizacion son los mismos
que influyen en la congelacion, a los que habra que afiadir otros que surgen como
consecuencia de la deshidratacion. La congelacién puede hacerse rapida o lentamente, la
primera sumergiendo los tubos en nitrogeno liquido. Respecto a los crioprotectores, se
pueden utilizar varios dependiendo del tipo de microorganismo, pero para liofilizar no se
debe utilizar glicerol, debido a su elevado punto de evaporacion y a su higroscopicidad, que

provoca que los li6filos queden muy viscosos. Por lo tanto, para la liofilizacién se
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recomiendan como crioprotectores el inositol para la mayoria de las bacterias y la leche
descremada para hongos y actinomicetos [105].

5.4.3 Métodos alternativos

Son los que se utilizan cuando no se pueden emplear los métodos de eleccion, bien por
carecer de los equipos necesarios, 0 bien porque la cepa microbiana no resiste los
tratamientos de la conservacién por estos métodos. Conviene tener en cuenta que nunca se
debe wusar un Unico método alternativo, sino que se recomienda conservar el

microorganismo empleando varios de estos métodos.

> Conservacion por transferencia periddica. La cepa microbiana se guarda en forma
de cultivo activo en el medio de cultivo en el que ha crecido. Sin embargo, estas
celulas no pueden permanecer indefinidamente en el mismo tubo, porque al seguir
activas excretan productos toxicos del metabolismo que se acumulan, provocando el
envejecimiento y muerte celulares, por lo que es necesario transferirlas a otro tubo
con medio de cultivo fresco. Este es el peor método para conseguir la estabilidad
genética.

> Conservacion por suspension en agua destilada o en agua de mar estéril. Es un
método alternativo muy utilizado y que da altos porcentajes de viabilidad en
diversos tipos de microorganismos, tanto hongos filamentosos como levaduras y
algunas bacterias. Consiste en suspender en agua estéril unas cuantas células del
cultivo que se quiere conservar. Se pueden preparar en criotubos. En este caso la
concentracién celular no debe ser superior a 10%-10° células/ml en el caso de
bacterias y levaduras. Para los hongos filamentosos que no esporulan, se pueden
poner en suspension trocitos de agar con el crecimiento del hongo. En el caso de

microorganismos marinos, la suspension se hace en agua de mar diluida.

5.4.4 Métodos restringidos

En este grupo se engloban métodos no empleados habitualmente, pero a los que es
necesario recurrir a la hora de conservar grupos de microorganismos muy determinados que

no resisten bien la liofilizacion o la congelacién, como por ejemplo los géneros bacterianos

45



Spirillum, Rhodospirillum, etc. Los métodos que se citan se basan en la paralizacion del

crecimiento por eliminacion del agua disponible para las células.

> Desecacién en papel de filtro. Se utiliza un papel bastante absorbente (Whatman n°
3) que se impregna con una solucion muy densa de células y se deja secar al aire (en
condiciones estériles). También es posible desecarlos por el procedimiento que se
Ilama desecacion liquida (L-Dry) porque se utiliza para ello el liofilizador, pero sin
que haya habido congelacion previa de las células.

> Desecacion en suelo, arena, silica gel, etc. Se afiaden las células a estos sustratos
que las protegeran al desecar. Los microorganismos productores de esporas se
pueden conservar durante bastante tiempo por este método. EI metodo consiste en
esterilizar y secar el suelo el cual es utilizado como medio absorbente para una
pequefia cantidad de inoculo; los cuales se han mantenido viables en un periodo de

tres afos a temperatura ambiente y mas de ocho afios bajo refrigeracion a 5°C [93].

5.5 TAXONOMIA FUNGAL

Los sistemas de clasificacion fungal han sido soportados a lo largo de la historia en las
observaciones de sus caracteristicas morfoldgicas y sus comparaciones. En consecuencia,
es requisito el desarrollo de cultivos fungales para disponer del crecimiento de estructuras
fundamentales aplicadas a la identificacion. El grupo mas importante de caracteristicas a
ser observadas son las conidias y el proceso involucrado en su formacion. Adicionalmente,
la pigmentacion y forma de la hifa, la presencia o ausencia de septa, la ocurrencia de
esclerocios, clamidiosporas o cualquier otro elemento hifal puede ser de gran ayuda en la
clasificacion de la fase, ya sea anamorfa (estado asexual) o teleomorfa (estado sexual).
Estos métodos requieren de experiencia tomando en cuenta su complejidad. Avances en la
filogenética y la integracion de técnicas en biologia molecular, en particular el anlisis de
secuencias de nucleotidos del DNA, han influenciado profundamente y derivado cambios
en los conceptos sistematicos tradicionales. Este nuevo concepto ha sido principalmente
conveniente para grupos fangicos de reproduccion asexual [107]. Muchos intentos se han
realizado para clasificar a los hongos de acuerdo al patrén de produccion de metabolitos

secundarios. Sin embargo, el uso de estos métodos en la taxonomia fungal ha sido muy
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discutido debido a que la produccién de estos compuestos puede ser afectada por el medio

ambiente y las condiciones del cultivo [108].

5.6 MATERIALES Y METODOS

Se seleccionaron 6 cepas de hongos filamentosos de los géneros y especies siguientes las

cuales fueron donadas por la Universidad de Tecnologias Alimenticias de Plovdiv,

Bulgaria: Aspergillus niger, Aspergillus oryzae, Aspergillus awamori, Trichoderma reesei,

Trichoderma sp y Penicillium chrysogenum. Los cultivos se mantuvieron en tubos de

cultivo inclinados utilizando como medio Agar Dextrosa Papa (ADP). Los tubos se

mantuvieron a 4°C por 18 meses. Durante este periodo se hicieron subcultivos en ADP para

la produccion de esporas en su uso como indculo en la produccion de lipasa.

>

Aislamiento e Identificacion de cepas. La técnica empleada fue la de transferencia
de esporas en agua destilada estéril a diferentes diluciones, 107, 102 y 10™*. Se
utilizaron tubos de ensaye de 10 ml con tapon de rosca, conteniendo 4.5 ml de agua
destilada estéril. Se usaron alicuotas de 0.5 ml de inoculo a partir del cultivo
preservado en tubos con agar inclinado. A partir de estas diluciones se subcultivo
por duplicado en placas de Petri con ADP y se incubaron a 25-27°C para
observaciones macroscopicas y microscopicas para la confirmacion de la integridad
de las cepas. Una vez que las cepas desarrollaron en las placas Petri se compararon
sus caracteristicas morfoldgicas con claves taxonomicas para la identificacion de los
hongos [109-114]. Se observo el crecimiento de las cepas subcultivando en cajas
Petri con Agar Extracto de Malta (AEM). Las observaciones al microscopio se
realizaron por la técnica del cintazo usando lactofenol azul de algodén como

colorante para la tincion de las estructuras [115].

Preparacion de cepario: Se prepard una mezcla de suelo organico y arena malla
No. 35 en una relacion 1:3 v/v y se esterilizd con vapor a 120°C por dos horas. La
mezcla de suelo se dejé al ambiente por 24 horas para permitir la germinacién de
esporas no eliminadas y se repitio el proceso de esterilizacién. A las 24 horas se
rellenaron con esta mezcla tubos de vidrio de 15 x 100 mm con tapén de rosca a 2/3

partes de capacidad y se esterilizaron con vapor a 120°C por dos horas. Después de
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enfriarse los tubos se sellaron las tapas con Parafilm. Se prepararon suspensiones de
esporas a partir de cultivos puros de los hongos desarrollados por 10-12 dias en
placas Petri en medio ADP. Se agregaron 5 ml de agua destilada estéril a cada placa
Petri completamente esporulada y se desprendio el material micelial junto con las
esporas por raspado con una espatula estéril. Se agregaron 2ml de suspension por
cada tubo con sustrato estéril y se cuantifico la concentracion de esporas por
lecturas en camara de Neubauer. Después de 2-10 dias de crecimiento a
temperatura ambiente, los tubos son almacenados a 4°C. Para la recuperacion de los
hongos, unos pocos granos de suelo son dispersos en medio ADP fresco e incubados

a 27-29°C [116]. Cada tubo es rotulado con una clave que lo identifica.

5.7 REGISTRO DE LA COLECCION (FICHAS TAXONOMICAS)

Para una coleccion pequefia en investigacion (i.e., menos de 500 cultivos) el método de
registro menos costoso y todavia efectivo es por el uso del indice de tarjetas o ficheros.
Para hongos filamentosos los registros originales se ordenan alfabéticamente por el nombre
de la especie. El fichero lleva el nimero de registro del tubo de ensaye con el cual fue
rotulado (Tabla 12). La informacion se completa con la fecha de inicio de preservacion,

origen de la cepa, caracteristicas y morfologia [116].

Tabla 12. Identificacién de coleccidn de cepas conservadas en suelo organico

Especie Identificacion NO_LZE%?L: Il Origen Fecha
Aspergillus awamori AaBu061211 2.26x10’ Bulgaria 06-Dic-2011
Aspergillus niger AnBu151211 1.90x10’ Bulgaria 15-Dic-2011
Aspergillus oryzae AorBul31211 1.50x10’ Bulgaria 13-Dic-2011
Aspergillus flavus AflMel31211 2.35x10° México 13-Dic-2011
Penicillium chrysogenum PchrBu211211 4.30x10° Bulgaria 21-Dic-2011
Penicillium sp. PspBu201211 1.60x10° Bulgaria 20-Dic-2011
Trichoderma harzianum TcMO071211 1.55x10° México 07-Dic-2011
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Ficha No.1

Especie Aspergillus awamori
Clasificacion Fungi, Fungi anamorfo, Aspergillus
Sindnimo(s) Aspergillus niger var. awamori

Caracteristicas de la colonia. Colonia en Agar Dextrosa Papa de crecimiento rapido a
temperatura ambiente (25-27°C), 7 cm en 10 dias en oscuridad. Colonia velutinosa, inicia
con micelio blanco algodonoso, abundantes estructuras conidiales con bordes de micelio
blanco, conidias verde olivo con tonos grises. Toma tonalidades color café en colonias

viejas. El reverso de la colonia no presenta coloracion (Figura 17).

Microscopia. Conidioforo globoso de medida variable dentro de una misma cepa de 125-
300 micras de diametro con fialides hialinas de donde emergen las conidias en forma de
cadena. Vesicula conidial de 30 micras de longitud y 50 micras de ancho. Hifas septadas
muy alargadas de mas de 1 mm. Fialides regordetas (muy gruesas) con longitud de 12
micras y 7.5 micras de ancho, crecen muy estrechas alrededor de la vesicula.
Conidiogénesis abundante, con diametros de 3-5 micras de lisas a rugosas de forma ovoide

café claro.

Figura 17. Aspergillus awamori. Colonia con 7 dias de crecimiento a 26+1°C en medio: a) EMA, ocupando
un cuarto del &rea de la placa; b) ADP, ocupa la totalidad de la placa; ¢ y d) cabezas conidiales X400; €)
conidia X1000. Preparaciones realizadas con azul de lactofenol.
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Ficha No.2

Especie Aspergillus niger
Clasificacion Fungi, Fungi anamorfo, Aspergillus
Sindnimo(s) Sterigmatocystis nigra, Asperfillopsis nigra

Caracteristicas de la colonia. Colonias en Agar Extracto de Malta con crecimiento
restringido 2.5 a 3.0 cm. de 12 a 15 dias a temperatura ambiente (25-27°C) en oscuridad.
Consiste de micelio blanco, compacto y algodonoso sin presencia de esporas. Colonias en
Agar Dextrosa Papa presentan rapido crecimiento, extendiéndose en toda el area de la placa
Petri de 10 a 12 dias a temperatura ambiente (25-27°C) en oscuridad. Inicia con micelio
blanco algodonoso y aparicion de esporas color negro en el centro de la colonia. Presenta

estructuras conidiales abundantes y densas (Figura 18).

Microscopia. Cabezas conidiales grandes oscuras, muy ramificadas. Vesicula redondeada
de 50-70 micras. Hifa septada hialina, ramificaciones menor de 90° muy alargadas de mas
de 1 mm con diametro de 13 a 15 micras. Presentacion de fidlides de primer orden
cilindricas cubiertas por una gran cantidad de conidias. Conidia globosa, rugosa color café

oscuro de 4 a 5 micras.

Figura 18. Aspergillus niger. Colonia con 10 dias de crecimiento, incubada a 27 + 1°C en medio: a) EMA,
ocupando un cuarto del &rea de la placa Petri 2 cm de didmetro; b) ADP ocupa la totalidad de la placa Petri,
con presencia de esporas negras en el centro de la colonia; c) y d) cabezas conidiales X400; e. conidia,
X1000.
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Ficha No.3

Especie Aspergillus oryzae
Clasificacion Fungi, Fungi anamorfo, Aspergillus
Sinénimo(s) Eurotium oryzae, Aspergillus flavus

Caracteristicas de la colonia.- Colonia de crecimiento répido, inicia con un micelio blanco
de crecimiento concéntrico. Aparicion de esporas verde pélido y amarillo que se torna en
diferentes tonos de verde con la madurez de la colonia hasta un color café palido en la

colonia vieja (Figura 19).

Microscopia. Conidioforos muy largos de 2 a 3 mm, cabeza conidial de 150 a 200 micras.
Vesicula conidial subesférica de 25 a 60 micras de diametro. Hifas septadas se bifurcan y
presentan longitudes de 2080 micras con 10 micras de ancho. Fialides en forma de botella
con longitud de 10 micras y 5 micras de ancho, crecen muy estrechas alrededor de la

vesicula. Conidias de pared lisa de forma ovoide color amarillo claro o café claro, 7 micras.

Figura 19. Aspergillus oryzae. Colonia con 15 dias de crecimiento a 26 + 1 °C en medio: a) EMA, cubre toda
la placa; b) En medio ADP cubre toda la placa con una mayor densidad de esporas; ¢) y d) cabezas conidiales
X400; €) conidia, X1000. Preparaciones realizadas con azul de lactofenol.
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Ficha No.4

Especie Aspergillus flavus
Clasificacion Fungi, Ascomycota, Aspergillus
Sindnimo(s) Monilia flava

Caracteristicas de la colonia.- Colonia de crecimiento rapido en Agar Dextrosa Papa y
Extracto de Malta Agar a temperatura ambiente (25-27°C), 6.5 cm en 6 dias. Inicia con un
micelio blanco algodonoso pasando por diferentes tonalidades de amarillo hasta verde
chicharo, color amarillo por el reverso de la colonia, abundantes estructuras conidiales en

toda la colonia con bordes de micelio blanco. Ausencia de exudado (Figura 20).

Microscopia. Conidioforos vesiculares con cabezas radiadas de 50 — 100 micras de ancho,
soporte de conidiéforo muy largo hasta 500 micras por 8 micras de diametro. Vesicula
redonda u oval de 20 x 18 micras con métulas y fialides que cubren completamente la

superficie. Conidias ovales de pared lisa y ligeramente rugosas de 2 — 4 micras.

Figura 20. Aspergillus flavus. Colonia con 6 dias de crecimiento a 26 + 1 °C en medio: a) ADP cubre tres
cuartas partes de la placa con didmetro de 6.5 cm con abundante material conidial b) reverso de colonia, color
amarillo paja; c) y d) Cabezas conidiales X400; e. conidia, X1000. Preparaciones realizadas con azul de
lactofenol.
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Ficha No.5

Especie Penicillium chrysogenum
Clasificacion Fungi, Fungi anamorfo, Penicillium
Sindnimo(s) Penicillium baculatum, Penicillium notatum, Penicillium rubens

Caracteristicas de la colonia.- Colonias de 12 dias de 5.5 cm de didmetro ocupando casi
la totalidad de la placa en ADP. Inicia crecimiento con micelio blanco a amarillento,
velutinoso a flucoso, conidiogénesis moderada, de color verde turquesa, exudados amarillo
brillante que se difunde en el medio, reverso amarillo brillante o verde olivo palido en
ausencia de pigmentos. Colonia en medio EMA de 12 dias presenta diametro de 2 cm,

crecimiento lento velutinoso conidiogénesis lenta sin exudado (Figura 21).

Microscopia. Los conidi6foros se desarrollan de la base de hifas, estipites de 55 — 70
micras de longitud, penicilli tervicilados, generalmente con 1 ¢ 2 ramas terminales o
subterminales, con hifas septadas de 5 micras de ancho, fidlides ampuliformes de 5-8
micras de longitud x 3 micras de ancho, conidias elipsoides a subesféricas de pared lisa,

semirugosas de 2 — 3 micras, verdes, con nacimiento en cadena.

Figura 21. Penicillium chrysogenum. Colonia con 12 dias de crecimiento incubado a 25 + 1°C en: a) ADP
ocupando tres cuartos del area de la placa; b) EMA con didmetro de 15 mm; c) reverso de colonia en ADP, se
observa coloracion amarilla del exudado al medio; d, e) cabezas conidiales X400; f) conidia, X1000.
Preparaciones realizadas con azul de lactofenol.
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Ficha No.6

Especie Penicillium sp.
Clasificacion Fungi, Fungi anamorfo, Penicillium
Sindnimo(s) ninguno

Caracteristicas de la colonia.- Colonia de crecimiento lento en Agar Dextrosa Papa
incubado a 25 = 1 °C), 4.5 cm de didmetro en 12 dias. Colonia velutinosa a flucosa, color
verde brillante con bordes globosos color blanco y exudado amarillo brillante hacia el

medio, reverso amarillo (Figura 22).

Microscopia. El conidiéforo mas esbelto se bifurca con longitudes de 70-100 micras,
usualmente tervercilado con hifas septadas de 2-3.5 micras de ancho. Fialides de 5-10
micras de longitud x 2 micras de ancho en forma de botella. Conidias ovoides rugosas de

4x3 micras, verdes.

)"_- < o

c .

Figura 22. Penicillium sp. Colonia con 12 dias de crecimiento a 25 + 1 °C en medio: a) ADP, ocupando la
mitad de la placa; b) reverso de colonia, observandose coloracién amarilla por exudado; c) estructuras
miceliales X100; d. cabeza conidial X400; e. Conidias, X1000. Preparaciones realizadas con azul de
lactofenol.
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Ficha No. 7

Especie Trichoderma harzianum
Clasificacion Fungi, Fungi anamorfo, Trichoderma
Sindnimo(s) ninguno

Inicia esporulacién a las 72 h en medios expuestos a luz, color blanquecino y ligeramente
verde oscuro olivo. No presenta tincion del medio de cultivo. Esporulacién blanquecina
verde turquesa en medio PDA y EMA en oscuridad, con micelio floculoso a las orillas,

mayor esporulacion de cepas sembradas en PDA.

En observacién al microscopio dptico se distinguen fialides muy ramificadas, ampuliformes
hialinas. Conidi6foros hialinos, de paredes lisas, rectas de 6,0-7,75 pm de largo por 4 um
de ancho en la base. Se presentan esporas globosas y elipsoides de 3,0-3,55 um de diametro
(Figura 23).

C €

Figura 23. Trichoderma harzianum. Colonia con 72 horas de crecimiento a 25 + 1 °C en medio: a) EMA,
presenta crecimiento rapido, ocupando la mitad de la placa; b) ADP, presenta el mismo crecimiento que en
medio EMA; ¢, d y e) estructuras miceliales observandose conididforos, esporas y fidlides muy ramificadas
X400 y X1000. Preparaciones realizadas con azul de lactofenol.
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5.8 DISCUSION DE RESULTADOS

Las cepas estudiadas presentaron un crecimiento restringido en el medio Agar Extracto de
Malta y un mejor crecimiento en Agar Dextrosa Papa. Durante el aislamiento de cepas
puras no se observo la presencia de las especies Trichoderma reesei ni Trichoderma sp. Se
desarrollaron pruebas de antagonismo entre las especies de Trichoderma con Aspergillus y
Penicillium observandose que la especie Trichoderma fue mas invasivo que las otras

especies, cubriendo casi la totalidad del medio y limitando el crecimiento de las otras.
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CAPITULO 6

PRODUCCION Y CARACTERIZACION DE LIPASA EXTRACELULAR A
PARTIR DE UNA CEPA LOCAL DE TRICHODERMA HARZIANUM

6.1 RESUMEN

El creciente interés en la produccion de lipasa esta relacionado con el potencial en las
aplicaciones biotecnoldgicas que presentan estas enzimas. Estudios actuales en la
produccion de la lipasa por fermentacion en estado sélido (SSF) involucra el uso de
residuos agro-industriales con la finalidad de incrementar su atractivo econémico. Basados
en estos aspectos, el objetivo de este trabajo fue investigar la produccion de lipasa por una
cepa local de Trichoderma harzianum en SSF usando salvado de trigo como sustrato solido
y comparar esta produccion de la lipasa con la obtenida por fermentacion sumergida (SmF)
en medio mineral. La maxima actividad lipolitica obtenida por SmF fue 1.82 + 0.01 U/ml,
en un medio conteniendo sucrosa y aceite de olivo al 2 %. Sin embargo, se alcanzé una
actividad de 14.3 U/ml de actividad lipolitica cuando se produjo la lipasa por SSF con un
medio que contenia 0.74 % de sulfato de amonio y 0.34 % de urea, 2 % de aceite de olivo y
salvado de trigo como sustrato sélido. EI pH y temperatura 6ptimos para la lipasa fueron
8.0 y 40°C, respectivamente. La constante de Michaelis (Km = 6.6 mM) se obtuvo de dos
diferentes graficas, Lineweaver-Burk y Hanes-Woolf. La V. de la enzima se encontré que
fue de 7.5 U/ml.

6.2 RESULTADOS Y DISCUSION

La velocidad de crecimiento de la produccion de la enzima por microorganismos es muy
importante para el entendimiento del patron de fermentacién. La Figura 29 muestra la
velocidad de produccion de la biomasa y el cambio de pH durante la fermentacién
sumergida (SmF) por el T. harzianum a 29+1°C durante 144 h de incubacion. La maxima
velocidad de crecimiento se observo entre las 24 y 72 h de crecimiento. A las 120 h, se
encontraba presente 9.6 g/L de masa fungal en base seca. Después de este tiempo se
observé una ligera disminucion en la masa micelial en peso seco. La Figura 25 muestra que
la fase retardada de 24 horas es seguida de un crecimiento exponencial (24-72 h) durante el

cual se presenta una velocidad de crecimiento especifica constante () de 0.04 h™,
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Despueés de las 72 h, la velocidad especifica de crecimiento disminuye (pendiente de la
curva en la Figura 26). Esto se debe a que después de las 72 h en lugar de tener un
crecimiento homogeneo celular se observa la formacion de agregados miceliales en todo el
medio de cultivo en el cual el suplemento de oxigeno y nutrientes se convierten en una

limitante del crecimiento.
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Figura26. Velocidad especifica de crecimiento de biomasa fungal,
(1) 0.04h enel periodo de 24-72h.

La Figura 26 muestra la actividad de la lipasa extracelular durante la SmF. La velocidad de
secrecion de la lipasa al medio de fermentacion fue la méas alta entre las 24 y 48 h, después
la velocidad decrece gradualmente. La maxima actividad observada fue 1.8 U cm™ a las 72
horas después de alcanzar la fase logaritmica de crecimiento. Esto sugiere que la

produccién de lipasa por la cepa T. harzianum estd parcialmente asociada con el

58



crecimiento. Entonces su actividad decrece ligeramente debido a la desnaturalizacion de la
enzima formada. Resultados similares fueron obtenidos por Rajesh et al. [118].
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Figura27. —%— Produccién de lipasay —s— contenido total de
proteina del extracto fungal a diferentes tiempos de fermentacion

La actividad de la lipasa obtenida por SSF usando como sustrato solido salvado de trigo se
muestra en la Figura 27. Las condiciones de fermentacion fueron 60% de contenido en
humedad y 1.27 x 10 esporas.g™ como inéculo. La produccion de la lipasa inicia a las 24 h

seguida de una curva exponencial alcanzando el maximo a las 120 h (71.3+1.48 U.g™).
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Figura28. - Produccion de enzima y <~ contenido total de
proteina por SSF a diferentes tiempo de fermentacion.

Comparando los mejores resultados de la actividad de la lipasa por ambos tipos de
fermentaciones y expresando estos en términos de volumen de medio de cultivo, se puede
observar que la lipasa producida por SSF (14.3 U.cm™) es superior al valor reportado por

SmF (1.82 U.cm™). Por esta razén se demuestra que la fermentaciéon SSF es un método
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atractivo de produccion de lipasa desde el punto de vista econdmico. Un criterio similar es
compartido por Edwinoliver et al. [119] en su trabajo sobre produccion de lipasa por
Aspergillus niger usando SSF.

La lipasa del T. harzianum fue caracterizada para obtener su temperatura y pH optimos. En
la Figura 28 se muestra el comportamiento de la actividad con respecto a la temperatura de
hidrélisis, dando como resultados un rango 6ptimo de temperatura de 40 a 45 °C. Similares
resultados fueron reportados [118, 120].
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Figura 28. Optimum temperature of T. harzianum

El pH 6ptimo de actividad de la lipasa se observé en un valor de 8.03 (Figura 29).
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Figura 29. Efecto del pH en la actividad de la lipasa de T.
harzianum. The 100% de actividad relativa fue 2.1 +0.1 U.cm.

El valor aqui determinado se encuentra en acuerdo con los datos presentados por otros

autores [120-121]. Respecto a la estabilidad de la lipasa al pH se observé que a temperatura
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ambiente la lipasa de T. harzianum era inestable cuando se incubé a pH &cidos (por debajo
de pH 7) pero fue estable por 24 h a pH 7-8.5, reteniendo el 100% de su actividad a pH 8.

La constante de Michaelis Ky, y la Velocidad méaxima V. para la lipasa fueron
determinadas usando p-Nitrofenilbutirato (p-NFB) como sustrato. El valor de la K, para la
enzima libre fue estimada por las gréaficas de Lineweaver-Burk (Figura 30) y Hanes-Woolf
(Figura 31) siendo 6.59 y 6.67 mM respectivamente. Los valores de la Vmax obtenidos de

las dos gréficas fueron 7.62 y 7.44 U.cm™ respectivamente.
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Figura 30. Lineweaver-Burk grafico para lipasa de T. harzianum. La
determinacién se condujo a varias concentraciones de sustrato a las
condicones estandar, Km 6.59 mM y Vmax 7.62 U.cm,
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Figura 31. Hanes-Woolf grafico para lipasa de T. harzianum . La
determinacién se condujo a varias concentraciones de sustrato a
condiciones estandar, Km 6.67 mMy Vmax 7.44 U.cm.

61



6.3 CONCLUSIONES

En conclusion, una lipasa extracelular producida y aislada de una cepa local de
Trichoderma harzianum exhibi6 niveles elevados de enzima (71.3 U/gss) por fermentacién
en estado s6lido (SSF) utilizando salvado de trigo, este estudio ha sido el primer estudio
reportado sobre lipasa de Trichoderma harzianum por SSF. Esta lipasa tiene propiedades en
comun con lipasas de otras cepas de Trichoderma harzianum y exhibe cinética favorable
para su uso en desarrollo biotecnoldgico. Estos resultados sumados al hecho de que este
hongo es generalmente reconocido como un microorganismo seguro, hacen que este estudio

sea valioso para futuras investigaciones.
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CAPITULO 7

MEJORAMIENTO DE LA PRODUCCION DE LIPASA POR FERMENTACION
EN ESTADO SOLIDO

7.1 RESUMEN

En el presente estudio, la produccion de lipasa extracelular se realiz6 a partir de cepas de
Penicillium chrysogenum, Trichoderma harzianum y Aspergillus flavus por fermentacion
en estado s6lido (SSF). La temperatura de incubacion para las tres cepas fue 29 + 1°C y un
contenido de humedad de 65% (g/gss). Se estudiaron los efectos de tres factores en la
velocidad de produccion de la lipasa. Los factores seleccionados incluyeron pH inicial (6 y
7), tiempo de fermentacion (72, 96 y 120 h) y dos diferentes tipos de mezcla de sustrato,
salvado de trigo-aceite de olivo (WBO) y salvado de trigo-bagazo de higuerilla (WBC).
Estos factores y sus niveles optimos se analizaron usando un disefio factorial mixto. Se
encontré que el tiempo de fermentacion y el pH presentaron efectos positivos en la
produccién y velocidad de secrecion de la lipasa. Sin embargo el tiempo de fermentacion
presentd mayor efecto que el pH inicial. El tipo de sustrato mostré un efecto de menor
importancia comparado con los otros dos factores. Los resultados indicaron que las tres
cepas fueron capaces de crecer y producir lipasa en ambos medios de cultivo. La maxima
actividad de lipasa obtenida fue 121.35 U/gss producida por Aspergillus flavus, el cual
produjo cinco y nueve veces la lipasa producida por T.harzianum y P. chrysogenum
respectivamente a las mismas condiciones. Un pH inicial neutro y 96 h de tiempo de
fermentacion fueron las 6ptimas condiciones para la produccién de lipasa por Aspergillus

flavus.
7.2 RESULTADOS Y DISCUSION

Se realiz6 la producciéon de lipasa extracelular a partir de Penicillium chrysogenum,
Trichoderma harzianum y Aspergillus flavus por fermentacion en estado s6lido utilizando
como soporte sélido mezclas de salvado de trigo-aceite de olivo (WBO) y salvado de trigo-
bagazo de higuerilla (WBC). La fermentacion en estado solido usando residuos agricolas y
alimenticios es bien aceptada para la produccion de enzimas [120]. Se investigaron los

efectos de tres factores en la velocidad de produccién de lipasa, Tipo de mezcla de sustrato,
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pH Inicial (6.0 y 7.0) y tiempo de fermentacion (72, 96 y 120 horas). El aceite de olivo es
comunmente utilizado en la produccion de lipasas a partir de hongos filamentosos. Se
utiliza no solo como inductor de la generacion de lipasa, sino también como fuente de
carbono para el crecimiento de microorganismos [40]. Los resultados obtenidos a partir del
trabajo experimental se analizaron usando un disefio factorial mixto (Tabla 11). Este disefio
es un modelo empirico usado para evaluar la relaciébn entre un set de factores

experimentales controlables y sus resultados observados.

Como se observa en la Tabla 11, la adicion de aceite de olivo y bagazo de higuerilla al
salvado de trigo como sustrato, influenci6 considerablemente la produccion enzimatica. Se
observé que ambas mezclas de sustratos: WBO y WBC son adecuados para la obtencion de
lipasa. Sin embargo la mezcla WBO, por ser de facil disponibilidad comparada con la
mezcla WBC, parece ser la mejor opcion para la produccion de lipasa extracelular a partir
de Penicillium chrysogenum y Trichoderma harzianum. En contraste con la fermentacion
de Aspergillus flavus indico que el uso del sustrato WBC provee una respuesta optima: ~
121 U/gss a un pH inicial de 7 y 96 horas de tiempo de fermentacion. Se sugiere que este
efecto fue causado por los &cidos grasos liberados a partir del metabolismo del aceite
presente y la mejor produccién de lipasa parece estar correlacionada con el contenido de

acidos grasos [122].

Cabe mencionar que no se encontraron reportes acerca de la produccion de lipasa a partir
de Trichoderma harzianum por SSF utilizando bagazo de higuerilla como sustrato. Sin
embargo, otros residuos agro-industriales han sido explotados, tales son: pasta de babassu,
pasta de sésamo, pasta de jatropha y pasta de higuerilla han sido reportados en la
produccién de lipasa por SSF. 26.4 U/gss [30], 630 U/gss [123], 384 U/gss [124], 976
U/gss [125] y 44.8 U/gss [126], a partir de Penicillium simplicissimum, Aspergillus niger
NCIM 1207, Aspergillus niger MTCC 2594, Pseudomonas aeruginosa y P. simplicissimum
respectivamente. Algunos de ellos presentan actividades mas bajas comparadas con las
reportadas aqui por el uso de T. harzianum. Por lo tanto esta cepa puede ser de importancia

para una alta produccion de lipasa.

El pH del medio de cultivo es un factor importante, el cual afecta el crecimiento microbiano

y la produccién enzimatica durante la SSF. Cada microorganismo posee un Unico pH
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Optimo al igual que un rango de pH para su crecimiento y actividad. Los hongos
filamentosos se supone sobreviven en un amplio rango de pH bajo las condiciones de
cultivo en estado sélido debido a que el sustrato solido presenta una mejor capacidad
reguladora de pH (buffer) [127].

Los resultados obtenidos en este estudio demostraron que la produccién de lipasa a partir de
T. harzianum y Aspergillus flavus se vio afectada por el cambio de pH en el rango de pH
investigado (Tabla 12) y pH inicial neutro es el més favorable para la produccion de lipasa.
El cambio de pH inicial en el rango de 6 a 7 no mostré efecto significativo en la produccién
de lipasa por P. chrysogenum.

Otro factor que afecta drasticamente la produccion es el tiempo de fermentacion. El
incremento del tiempo de 72 a 120 h dio como resultado general un significante aumento en
la actividad de la lipasa de todos los microorganismos. Aparentemente la maxima actividad
de lipasa se alcanza a las 120 h de fermentacion (Tabla 11). En periodos de incubacion
mayores al rango manejado puede ocurrir una disminucion en la actividad enzimatica lo
cual se relaciona a la disminucion de nutrientes o desnaturalizacion de la enzima causada
por la interaccion con otros componentes en el medio o debido a cambios de pH [120]. Por
ejemplo, Aspergillus flavus mostré una disminucién en la velocidad de produccién de
lipasa en 1.2 veces después de 96 h.

La comparacion de los datos presentados en la Tabla 13 demuestra que el mejor productor
de lipasa es la cepa Aspergillus flavus seguido de Trichoderma harzianum y Penicillium

chrysogenum a las condiciones de experimentacion.

Tabla 13: Factores y resultados de la creacion de un disefio factorial (Respuesta; Actividad U/gss)

Penicillium chrysogenum Trichoderma harzianum Aspergillus sp.
pH 6 pH 7 pH 6 pH7 pH 6 pH 7
WBO | wBC | WBO | WBC | WBO | WBC | WBO | WBC | WBO | WBC | WBO WBC

72h | 14.77 | 13.38 | 14.14 | 10.8 | 11.32 | 11.35 | 12.87 | 17.56 | 78.02 | 92.04 | 70.36 | 99.22
96 h | 17.22 | 12.67 | 17.29 | 13.59 | 29.7 | 25.9 | 41.53 | 24.06 | 84.9 | 95.72 | 90.34 | 106.35
120 h | 18.39 | 14.97 | 19.97 | 15.44 | 60.81 | 45.17 | 77.2 | 47.29 | 89.02 | 89.9 | 107.78 | 103.13

La significancia de varios efectos y de su interaccion en la produccion de lipasa se evaluo

aplicando el analisis de varianza (ANOVA). Los datos obtenidos se enlistan en la Tabla 14.
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Tabla 14. Andlisis de varianza para actividad de lipasa

Fuente GL Suma de Medlé F valor-p  Significancia
cuadrados cuadratica
Fungi 2 77567.3 38783.7 2262.03 0.000 Significante
Tiempo 2 4937.7 2468.9 143.99 0.000 Significante
Sustrato 1 16.3 16.3 0.95 0.335  Insignificante
pH Inicial 1 388.7 388.7 22.67 0.000 Significante
Fungi*Tiempo 4 3811.8 952.9 55.58 0.000 Significante
Fungi*Sustrato 2 1424.3 712.2 41.54 0.000 Significante
Fungi*pH Inicial 2 207.6 103.8 6.05 0.004 Significante
Tiempo*Sustrato 2 837.9 418.9 24.43 0.000 Significante
Tiempo*pH Inicial 2 196.0 98.0 5.72 0.006 Significante
Sustrato*pH Inicial 1 6.7 6.7 0.39 0.534  Insignificante

Como se demuestra en la Tabla 14, ocho efectos tienen valore-p menores a 0.05, por lo

tanto estos afectan la produccion de lipasa. Para una mejor comprension del analisis se

construyo un diagrama de Pareto ilustrando las magnitudes de los efectos (Figura 32). El

efecto de los factores mas importantes decrecen en el rango: Fungi > Tiempo de

fermentacion > Fungi*Tiempo de fermentacion> Fungi*Sustrato > Tiempo*Sustrato > pH

>> Sustrato.

D 0.430
ABC 0.398
AD 0.230
BD 0.217
BCD 0.141
ACD 0.132
ABD 0.119
ABCD 0.104

A: Fungi

B: Tiempo
C: Sustrato
D: pH Inicial

%

Figura32. El gréafico de Pareto de los efectos arroja el perfil de los factores efectivos. Fungi >
Tiempo Ferm. > Fungi x Tiempo Ferm. > Fungi x Sustrato > Tiempo Ferm. x Sustrato > pH

Las condiciones Optimas para la produccion de lipasa a partir de Penicillium chrysogenum,

Trichoderma harzianum and Aspergillus flavus se identificaron aplicando un disefio

66



factorial de nivel mixto y se encontr6 que fueron: pH 7 y un tiempo de fermentacion de 96
horas. El sustrato Optimo para Penicillium chrysogenum y Trichoderma harzianum es
WBO. Sin embargo, la maxima actividad lipolitica se obtuvo utilizando el residuo agro-
industrial salvado de trigo-bagazo de higuerilla (WBC) y Aspergillus flavus como
productor de lipasa en las condiciones dptimas mencionadas arriba.

7.3 CONCLUSIONES

En este estudio se investigaron los efectos de las condiciones experimentales en la
produccion de lipasa extracelular a partir de Penicillium chrysogenum, Trichoderma
harzianum, and Aspergillus flavus por fermentacion en estado sélido usando residuos agro-
industriales como sustratos. Los principales factores que afectaron la produccion
enzimatica se identificaron como: Tiempo de fermentacion seguido de las interacciones
entre fungi y tiempo de fermentacion y por Gltimo fungi y tipo de mezcla de sustrato. El
cambio de pH tuvo un efecto menor. La investigacion mostro que la SSF es una técnica
adecuada para la produccion de lipasa para la utilizacion de Aspergillus flavus. Es mas, un
tiempo corto de fermentacion (96 h) y el uso de residuos agro-industriales como el bagazo

de higuerilla hace de la SSF un proceso prometedor de importancia comercial.
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CAPITULO 8

INMOVILIZACION DE LIPASA USANDO POLIMEROS HIDROFILICOS EN
FORMA DE ESFERAS DE HIDROGEL

8.1 RESUMEN

El propdsito de este estudio fue inmovilizar lipasa (triacilglicerol éster hidrolasa, E.C.
3.1.1.3) producida y aislada a partir de cepas de Penicillium chrysogenum, Aspergillus
flavus y Trichoderma harzianum las cuales fueron tipificadas en trabajos anteriores. Para la
inmovilizacién de la lipasa se usaron los polimeros de alginato de sodio, chitosan y alcohol
polivinilico (PVA); se prepararon esferas por encapsulamiento de la lipasa en chitosan,
alginato y mezcla PVAJ/alginato en relacion 12:1. También se prepararon esferas de
alginato recubiertas de chitosan para evaluar su carga enzimatica, actividad y caracterizar
las esferas. Las esferas de alginato y Chitosan fueron preparadas por gelificacion ionica
usando cloruro de calcio para el alginato e hidroxido de sodio para el chitosan como
agentes de entrecruzamiento. En el caso de la mezcla alginato-PVA se prepard una solucion
saturada de acido bdrico con el 2% de cloruro de calcio y para las esferas de alginato
recubiertas de chitosan se utilizéd una solucion de cloruro de calcio al 2% y solucion de
chitosan al 3% como agente de entrecruzamiento y recubrimiento de chitosan. Las esferas
producidas se preservaron en forma hiimeda a 4°C. Los resultados muestran que las esferas
de alginato recubiertas de chitosan presentaron una eficiencia de atrapamiento alta (79.8
%) con una actividad residual de 64% la cual fue la mayor actividad observada en este
estudio. El efecto del pH en la actividad de la lipasa no fue muy diferente entre la lipasa
libre y la inmovilizada, observandose el valor 6ptimo al pH 8.0. La temperatura Gptima
observada para la lipasa inmdvil en chitosan, y alginato/PVA fue 45°C, similar a la
temperatura Optima de la enzima libre. En el caso de la lipasa inmovil en alginato y
alginato/chitosan la temperatura 6ptima se observd a 50°C, probablemente debido al
ambiente protector que ejerce el alginato a estas concentraciones sobre la estructura de la
lipasa. Se determiné la estabilidad al pH y la estabilidad a la temperatura, observandose una
mayor estabilidad al pH 5, tanto en el caso de la lipasa libre como en el caso de los
inmovilizados. En el caso de la estabilidad a la temperatura, se observé que a los 60°C la

lipasa libre sufre desnaturalizacién a los 40 min de exposicién. A los 120 min de exposicion
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la lipasa libre presenta el 85, 57, 32, y 43 % de la velocidad de hidrdlisis presentada por la
lipasa inmovilizada en chitosan, alginato, mezcla alginato/chitosan y alginato/PVA
respectivamente. La estabilidad al almacenamiento de la lipasa inmovil se determiné en un
periodo de 30 dias, presentandose la mayor estabilidad de la lipasa inmovil en las esferas
de alginato recubiertas de chitosan, presentando una actividad relativa del 89% al término

del periodo.

8.2 INTRODUCCION

Grandes esfuerzos se han realizado en las Gltimas décadas para desarrollar la actividad
catalitica y estabilidad operacional de las enzimas industriales a través del uso de la
ingenieria genética, inmovilizacion y/o alteracion de los procesos. La inmovilizacion de las
enzimas no solo realza su estabilidad, también ofrece otras ventajas tales como el reuso, la
facil separacion del producto y un mayor control sobre la catalisis y el proceso. Las lipasas
son ampliamente usadas en la industria debido al gran nimero de reacciones que catalizan.
Es una enzima importante en el sistema bioldgico, donde cataliza la hidrdlisis de
triacilgliceroles a glicerol y acidos grasos [128]. Ademas de sus sustratos naturales, las
lipasas tienen caracteristicas Unicas, como catalizar reacciones que involucran compuestos
organicos insolubles en fase acuosa y son capaces de preservar su actividad catalitica en
solventes organicos, sistemas bifasicos y en soluciones micelares [129]. La versatilidad de
las lipasas en la catélisis de reacciones las hace un singular catalizador heterogéneo para
reacciones de transesterificacion. El proposito de este estudio fue inmovilizar la lipasa por
atrapamiento en esferas de polimeros y estudiar el efecto de estos soportes en la carga de la
enzima, su actividad residual con respecto al tiempo de almacenamiento y la morfologia de
las esferas producidas, asi como evaluar la influencia de la incorporacion de dos polimeros.
Los polimeros utilizados para la formacion de esferas de hidrogel fueron alginato, chitosan
y alcohol polivinilico (PVA). El alginato esta disponible como sales de sodio del acido
poliuronico, conteniendo proporciones variadas acido 1—4 B-D-manurénico y acido a-L-
gulurénico. En presencia de Ca*? o de otras formas de cationes multivalentes forma geles.
El chitosan es [B-(1—4)-2-amino-2-deoxy-D-glucosa, el cual es un polimero natural
obtenido del chitin por N-deacetilacion. El alcohol polivinilico (PVA) es un polimero

sintético, no téxico y que ha sido utilizado extensivamente en biotecnologia en la
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inmovilizacion de enzimas y microorganismos debido a sus propiedades que favorecen la

estabilizacién de proteinas y la preservacion de la actividad bioldgica.
8.3 MATERIALES Y METODOS

Lipasa liofilizada y producida por fermentacion en estado sélido a partir de Penicillium
chrysogenum, Aspergillus flavus y Trichoderma harzianum (EC 3.1.1.3). Alginato de
sodio, chitosan, alcohol polivinilico (PVA), hidréxido de sodio, CaCl,, &cido borico y todos

los demas reactivos utilizados fueron calidad grado reactivo.

8.3.1 Preparacion de esferas

Esferas de chitosan

Se prepard una solucion de chitosan al 4% (w/v), disolviendo chitosan polvo en acido
acético al 1%. Los agregados de chitosan se formaron de variadas formas y tamafos (3x5
mm promedio) cargando 10 ml de la solucion de polimero en una jeringa con orificio de
1mm de diametro y agregando por goteo en 50 ml de un bafio coagulante compuesto de
NaOH 1M y 26% (v/v) de etanol con agitacion suave. Se dejé permanecer por toda la
noche, se separaron los agregados por decantacion y se lavaron con agua desionizada hasta
pH 8.0. La lipasa se inmovilizé en los agregados de chitosan por absorcion fisica, de
acuerdo a la metodologia desarrollada por [130]. Los agregados de chitosan (7 gr) se
sumergieron previamente en hexano con agitacion (120 rpm) por 1 h. La lipasa estuvo en
contacto con el soporte bajo agitacion. Posteriormente, se removié el exceso de hexano y se
agregaron 10 mg de lipasa disuelta en 40 ml de agua bi-destilada y se aplicd agitacion
magnética por 3 h, seguido de un periodo adicional de 24 h bajo condiciones estaticas a
4°C. El derivado de esto fue decantado y enjuagado con hexano. Las soluciones decantadas
y los filtrados se colectaron para mediciones de pérdidas de lipasa. Un método similar se
utilizé para preparacion de esferas de chitosan placebo (sin lipasa atrapada).

Esferas de alginato

Los agregados se prepararon con solucion de alginato al 1.5%. Las soluciones de alginato,
CaCl, y lipasa se prepararon en buffer Tris-HCI 0.05 M a pH 8.02. Una alicuota de 8 ml de
la solucién de alginato se mezcl6 con 11.2 mg de lipasa en 2 ml de buffer agitandose por 30
min. La mezcla se cargé en una jeringa de plastico de 12 ml con punta de 1 mm de

didametro y se agregd por goteo en 30 ml de solucion de CaCl, con agitacion magnética
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suave, dejandose en agitacion por 40 min, después de lo cual la mezcla se decant6. Los
agregados se lavaron dos veces con alicuotas de 3 ml de buffer Tris-HCI y las esferas se
almacenaron hiimedas a 4°C para posteriores estudios. Un método similar se siguié para la
preparacion de agregados de alginato placebo. Las soluciones se colectaron para determinar
eficiencia de inmovilizacion.

Esferas de alginato/PVA

Los agregados se prepararon mezclando 10 ml de solucién de alginato (2% p/v) con 20 ml
de solucion de PVA (12% P/V) para obtener una mezcla de PVA/AIg en relacion 11:1 p/p.
A esta mezcla se agregaron 2 ml de solucién concentrada de lipasa en solucién de buffer
Tris-HCI 0.1 M pH 8.0 y se agitd magnéticamente por 30 min. Esta solucion se cargo en
una jeringa y se agrego por goteo a una solucion saturada de acido borico y CaCl, al 2% p/v
con agitacion magnética suave dejando solidificar por 45 min. Se preparé un placebo
también. Las soluciones se separaron por filtracion en un cedazo. Las esferas se lavaron con
agua bidestilada y se filtraron para almacenarse himedas a 4°C. Los filtrados y los lavados

se colectaron para analizar proteina y actividad lipolitica.

8.3.2 Enzima inmovilizada

La cantidad de enzima (proteina) se determind de acuerdo al método Bradford [131],
usando Albumina de Suero Bovino (ASB) como estandar. La cantidad de proteina
inmovilizada (PI) se determina indirectamente de la diferencia entre la Cantidad de Proteina
Introducida (CPI1) y la Cantidad de Proteina Remanente (CPR) en la solucion preparada

como se muestra en la Ec.1

Pl = CPI-CPR (1)
La eficiencia de encapsulamiento de la enzima en los agregados se calcul6 por la formula
mostrada en la Ec. 2
Ee(%) = (PI/CPI) x 100 (2)

8.3.3 Actividad enzimatica

La actividad de la lipasa se determind por el método espectrofotométrico [132] usando p-
nitrofenilbutirato (p-NFB) como sustrato. La actividad de la enzima se midi6 en la enzima

libre y en la inmovilizada en cantidades equivalentes, considerandose la actividad de la
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lipasa libre el 100% de actividad recuperada. En ambas muestras se agregaron 3, 900 uL de
solucion buffer Tris-HCI 0.1M pH 8.2 y 100 uL de sustrato. La reaccion se realiz6 con
agitacion (120 rpm) a 40°C por 25 min, tomando alicuotas de 100 pL y diluyendo a 4,000
ML con lecturas de absorbancia a 410 nm cada 5 min en un Spectronic 21D. Una unidad de
actividad de lipasa se defini6 como la cantidad de enzima que libera un pmol of p-
nitrofenol por minuto, bajo las condiciones de prueba. El porcentaje de enzima recuperado
0 actividad residual se determin6 de acuerdo a la Ec. 3.
A: = (AI/AL) x 100 (3)

donde A: es la actividad residual en la lipasa inmovilizada, Al es la actividad medida en la

lipasa inmovilizada y AL es la actividad medida en la enzima libre equivalente.
8.3.4 Determinacion de la estabilidad de la lipasa inmovilizada

La estabilidad de la lipasa (libre e inmovilizada) fue evaluada midiendo la actividad
enzimatica antes y despues del tratamiento. La actividad antes del tratamiento fue asignada
con el 100% vy la actividad después del tratamiento se expres6 como actividad relativa. La
estabilidad a la temperatura fue evaluada incubando la enzima en una estufa por 2 h a la
temperatura de 60°C y midiendo la actividad enzimatica periodicamente. La estabilidad de
la lipasa al pH se investigd incubando la enzima en soluciones buffer de pH 5, 6 y 7 por 1
h. La lipasa inmovilizada se almaceno en estado himedo a 4°C. Se evalu6 su estabilidad
determinando la actividad de la enzima por el método arriba mencionado a intervalos de 10

dias durante 30 dias.
8.3.5 Caracterizacion de las esferas

Se contd el numero de esferas obtenido en cada prueba. Se realizaron mediciones del
didmetro de las esferas usando un microscopio éptico (4X). Se tomaron las lecturas de 25
esferas de un total de 250 esferas aproximadamente y se determind una distribucion de
tamafio. La morfologia de las esferas se estudid usando un microscopio éptico. La

integridad de los polimeros en las esferas se determind por espectrofotometria de IR.
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8.4 RESULTADOS Y DISCUSION

8.4.1 Inmovilizacion de lipasa de consorcio de hongos en diferentes hidrogeles

Después de que las mezclas polimero-enzima fueron agregadas por goteo en los diferentes
medios gelificantes, se formaron agregados de gel los cuales no presentaron aglomeracion.
Sin embargo, solo los hidrogeles de alginato, Alg/chitosan y Alg/PVA formaron agregados
esféricos presentando estructura elastica tipo ahulada. Los agregados de chitosan
presentaron formas irregulares (ovoides) y de consistencia débil. La esfera de hidrogel del
PVA no solidifico en el medio de &cido borico, por lo tanto se mantenia dispersa sin llegar
a gelificar (Tabla 15).

Tabla 15. Relacion entre los diferentes hidrogeles y la formacion y fuerza relativa de las

esferas
Polimero Aglomeracion  Formacion de esferas Fuerza
Chitosan (4% p/v) No No buena débil
Alginato (2% p/v) No Buena Fuerte
PVA (12% p/v) No No buena No formacion de gel
Alg/Chitosan No Buena Fuerte
Alg/PVA No Buena Fuerte

El inmovilizado con alginato form6 agregados esféricos con superficies ligeramente
rugosas con estructuras compactas si se compara con el inmovilizado de chitosan. Los
agregados de chitosan presentaron agregados no esféricos y de textura blanda, facilmente

deformable al tacto. La Figura 33 muestra el aspecto de las esferas formadas.
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Figura 33. Morfologia de esferas de hidrogel. Apariencia de esferas (a), (b), (c),(d) Alginato,
chitosan, mezcla Alginato/chitosan y mezcla Alginato/PVA respectivamente. Superficie de esferas
al microscopio (10X) (e), (f), (9), (h) de sus respectivos hidrogeles hidrogeles.

La Figura 34 muestra la distribucion de tamafio de particula de las esferas de los diferentes
hidrogeles. Las medias del tamafio de particula fueron para alginato, chitosan, Alg/chitosan y

Alg/PVA de 2.35, 4.35, 2.75 y 2.45 mm respectivamente.
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Figura 34. Distribucidn de tamafio de particulas de esferas de diferentes hidrogeles.

Los espectros de Infrarrojo por Transformadas de Fourier (FTIR) de los inmovilizados de
alginato/chitosan y alginato/PVA se muestran en las Figuras 35 y 36. En la Figura 35 se

observa en el espectro del Alginato los picos caracteristicos en las regiones de 1640 cm-1y
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1050 cm-1 de los grupos funcionales —COO- y —C-O-C- respectivamente. El espectro de

chitosén puro (Figura 35) muestra picos de absorcién caracteristicos a 1633 y 1028 cm-1
para los grupos N-H y C=0.
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Figura 35. Espectros de FTIR de AlgNa, Chitosan, y mezcla AlgNa/Chitosan.
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La Figura 36 muestra el espectro del PVA puro y se observan los picos de absorcion a 1086

y 1423 cm-1 para el grupo —C-O.
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Figura 36. Espectros de FTIR de AlgNa, PVA, y mezcla AlgNa/PVA.
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A partir de los espectros de FTIR se infiere que en las mezclas de los polimeros no se
presentan otros picos de absorcidn que no correspondan a los espectros de sus componentes
individuales y por lo tanto el anélisis por FTIR no muestra evidencia de cambios fuertes de

interaccién quimica que cambie la naturaleza de los grupos funcionales de las esferas.

8.4.2 Eficiencia de encapsulamiento

El propdsito del estudio de la eficiencia de encapsulamiento fue examinar la habilidad de
los polimeros para encapsular la enzima y evaluar la influencia de la incorporacién de dos
polimeros. A partir de la tabla 16 se puede observar que las eficiencias de encapsulamiento
para las esferas de mezclas de polimeros no son marcadamente diferentes. Contrario a la
diferencia en la eficiencia de encapsulamiento entre los polimeros puros de alginato y
chitosan. En el encapsulamiento de la lipasa por alginato puro se observa una diferencia de
30% del valor mostrado por el encapsulamiento con chitosan, esto es probablemente
debido a la estructura mas cerrada del alginato [133], lo cual le infiere una menor
transferencia de masa con respecto al chitosan. En lo que respecta a la actividad residual
mostrada por los diferentes tratamientos de encapsulamiento (Tabla 16), se observé que las
mezclas de polimeros mostraron mayores actividades residuales que los encapsulados
individuales.

La mezcla Alg/chitosan presenté una actividad residual 5.04 E-05 la cual es 1.4 veces la
actividad residual de la mezcla Alg/PVA. Esto es debido a la baja transferencia de masa
que presenta el PVA [134].

Tabla 16. Eficiencia de encapsulamiento y actividad residual

Eficiencia de ACt'.V'dad Actividad
. ot residual .
Sistema encapsulacién (mmol p- residual
0, 0
(%) NE/min) (%)
Lipasa libre - 7.88 E-05 100.00
Alginato 87.0 3.48 E-05 44.16
Chitosan 60.7 1.87 E-05 23.73
Alg/Chitosan 79.8 5.04 E-05 63.96
Alg/PVA 81.3 3.67 E-05 46.57
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8.4.3 Efecto del pH en la velocidad inicial de hidrolisis de p-NFB

El efecto del pH en la velocidad inicial de hidrélisis de p-NFB para la lipasa libre y los
diferentes inmovilizados fue determinado realizando la hidrolisis del sustrato con
soluciones buffer de diferentes pH (4-10) por 10 min a 40°C y midiendo las mmoles de p-
NF liberado con respecto el tiempo. Los resultados se presentan en la Figura 37.

Tanto la lipasa libre como los inmovilizados presentaron un pH dptimo de 8.0. A pH 10 la
lipasa libre retuvo solo el 34% de su actividad original, mientras que la lipasa encapsulada
en los polimeros mostr6 una mayor retencion de su actividad original fluctuando de 45%-
48%.

0 -
0 -.- P
4 5 6 7 8 9 10
pH
® | ipasa libre B Chitosan/lipasa Alginato/Lipasa
® Alg/Chitosan/Lipasa ™ Alg/PVA/Lipasa

Actividad relativa
(%0)
N
o

Figura 37. Efecto de pH en la velocidad inicial de la hidrélisis de p-NFB por lipasa libre, y lipasa
inmovilizada en Alginato, Chitosan, Alg/Chitosan y Alg/PVA.

8.4.4 Efecto de la temperatura en la velocidad inicial de hidrolisis de p-NFB
El efecto de la temperatura en la velocidad inicial de hidrélisis de p-NFB por la enzima
libre e inmovilizada se realiz6 a las condiciones Optimas de pH, utilizando buffer Tris-HCI

0.1 M pH 8.0 por 10 min a las temperaturas indicadas, (Figura 38).
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Figura 38. Efecto de la temperatura en la velocidad de hidrdlisis de p-NFB de la lipasa libre e inmovilizada en
los diferentes polimeros en solucion de buffer Tris-HCI 0.1M pH 8.0 por 10 min a las temperaturas indicadas.
La prueba se realizé con 20 mg/mL de lipasa libre o lipasa inmovilizada en las esferas y 0.05M de p-NFB.

La maxima actividad de la enzima libre se observé a los 45°C al igual que en la lipasa
inmovilizada en chitosan y Alg/PVA. A la temperatura de 60°C se observo deformacion de
las esferas Alg/PVA vy disolucion de las esferas en el buffer. Temperatura 6ptima de 50 °C

se presento en la lipasa inmovilizada en alginato y en la mezcla alginato/chitosan.

8.4.5 Estabilidad de la lipasa

Estabilidad al pH

La estabilidad al pH de la lipasa inmovilizada se determind incubando las esferas en
soluciones buffer de diferentes pH (5, 6 y 7); buffers de acetato y tris-HCI 50 mM ) por 1 h
a 25°C, separando y determinando la velocidad inicial de hidrolisis a las condiciones
optimas de pH y temperatura. La determinacion de la velocidad inicial de hidrdlisis a pH
mas altos no se realizo debido a las dificultades en la mediciones causadas por la hidrolisis
espontanea del p-NFB. Los resultados se muestran en la Figura 39. La mayoria de las
lipasas reportadas en la literatura tienen pH 6ptimos a valores de pH neutro o ligeramente
béasico [135].
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Figura 39. Estabilidad al pH de lipasa inmovilizada en Chitosan, Alginato y mezclas de Alg/Chitosan y
Alg/PVA.(a) En términos de Velocidad inicial de hidrdlisis de p-NFB, (b) En términos de Actividad relativa.
La determinacion se realizd en buffer tris-HCI 0.1M pH 8.0, como sustrato p-NFB 0.05M. a 40°C y 120 rpm.

De los resultados mostrados en la Figura 39, se observa que la lipasa inmovilizada es de
forma general estable a pH 5 y menos estable a los pH 6 y 7. Habiendo retenido su
actividad en un rango de 65-85%, cuando se mantuvo a un pH 7.0. Sin embargo, se observo
que las esferas de Alg/PVA se tornaron transparentes después del tratamiento,
probablemente se debié a la solubilidad del PVA en los buffers utilizados, mostrando
velocidades iniciales de hidrélisis muy bajas comparadas con las mostradas por el resto de
los inmovilizados. La lipasa inmovilizada en Alg/chitosan presentd mejor comportamiento
en su estabilidad al pH tanto en las velocidades iniciales de hidrolisis como en el porcentaje
de retencion de actividad. EI complejo co-acervado formado por estos dos polimeros
infieren a la esfera una mayor retencién de la actividad de la lipasa, cuando los poros en la
estructura del alginato son cubiertos por el chitosan.

Estabilidad a la temperatura

Para determinar la estabilidad térmica de la lipasa inmovilizada, se midi6 la velocidad
inicial de hidrdlisis del p-NFB en buffer Tris-HCI 0.1M pH 8.0 a 60°C por 120 min a
diferentes periodos. La estabilidad térmica de la lipasa encapsulada en matrices de hidrogel

fue mucho mejor que la de la enzima libre (Figura 40).
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Figura 40. Estabilidad térmica de lipasa inmovilizada en polimeros de Chitosan, Alginato, y mezclas
Alginato/Chitosan y Alginato/PVA. Tanto la enzima libre como la inmovilizada fueron incubadas 120 min a
60°C y se midi6 la velocidad inicial de hidrdlisis del p-NFB por el método descrito.

La forma inmovilizada de la enzima fue mas estable comparada con la forma libre. A 60°C
la actividad relativa de la lipasa libre a las 2 h de reaccion fue el 85, 57, 32, y 43 % de la
velocidad de hidrdlisis presentada por la lipasa inmovilizada en chitosan, alginato, mezcla
alginato/chitosan y alginato/PVA respectivamente. Una posible explicacion para la
estabilidad térmica presentada por la lipasa inmovilizada a elevadas temperaturas es la
fijacion de la lipasa via enlaces covalentes, los cuales le dan rigidez a la estructura
tridimensional de la enzima y prevenir la distorsion de la estructura por el efecto térmico.
Sin embargo, una enzima menos flexible puede ser cataliticamente menos eficiente, dando
como resultado una disminucion en la actividad enzimatica. En la Figura 40 se observa al
inicio de la reaccion, una mayor velocidad de hidrélisis en la lipasa libre, comparada con
las velocidades que presentan los inmovilizados. Un efecto similar fue reportado para la

lipasa de Pseudomonas cepacia [136].

Estabilidad al almacenamiento

La estabilidad al almacenamiento de las esferas de la lipasa inmovilizada es un parametro
importante, debido a que la enzima libre en solucibn no es estable durante el
almacenamiento y la actividad se reduce gradualmente.

Para determinar el impacto por almacenamiento en la actividad de la lipasa, las esferas se

almacenaron por 30 dias después de ser lavadas con agua bidestilada durante su
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preparacion en estado himedo a 4°C. Cada 10 dias se tomaba una muestra fresca de esferas
para ser caracterizada de acuerdo al procedimiento previamente descrito. La Figura 41
muestra que bajo las mismas condiciones de almacenamiento, la actividad de la lipasa
inmovilizada decrece méas lentamente que la actividad de la lipasa libre. La lipasa libre
pierde el 60% de su actividad a los 10 dias de almacenamiento y perdi6 casi toda su
actividad a las 4 semanas. La lipasa inmovilizada preservé mas del 80% de su actividad
dentro de los primeros 10 dias de almacenamiento.
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Figura 41. Estabilidad al almacenamiento: Lipasa libre e inmovilizada en esferas de chitosan, alginato,
mezclas alginato/chitosan y alginato/PVA en estado himedo a 4°C.

Es notable la preservacion de la actividad de la lipasa inmovilizada en la mezcla
Alg/chitosan después de 30 dias de almacenamiento presentando una actividad relativa del
89%. La alta estabilidad de la lipasa inmdvil puede atribuirse al ambiente protector que la
mezcla coacervada del alginato y el chitosan proveen para la estructura terciaria de la
lipasa. Sin embargo la mezcla alginato/PVA presenté una rapida disminucién de la

actividad de la lipasa, lo cual se puede deber a la pérdida de PVA por disolucion.

8.5 CONCLUSIONES

La lipasa puede ser inmovilizada por encapsulamiento en chitosan, alginato y en la mezcla
de alginato/chitosan. La lipasa inmovilizada en la mezcla alginato/alcohol polivinilico
mostrd ser susceptible a dilatarse y desintegrarse en el medio de prueba. La eficiencia de
encapsulamiento en alginato y chitosan fueron 87 y 61% mostrando una mayor actividad

residual en la lipasa inmovilizada en alginato. Los resultados mostraron que la actividad
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residual de lipasa en las esferas de alginato recubiertas de chitosan fue mayor que la
mostrada por sus polimeros individuales con una eficiencia de encapsulamiento de 79.85%,
valor que se encuentra en el rango de las eficiencias de sus componentes. Estas esferas
mostraron una mayor estabilidad térmica cuando se expusieron a 60°C lo cual puede ser
una ventaja en el proceso debido a la menor energia requerida en la agitacion al disminuir
la viscosidad del medio. También mostraron la mayor actividad relativa al almacenamiento
reteniendo el 89% de su actividad a los 30 dias de almacenamiento es estado humedo a
4°C. Estudios complementarios sobre la reutilizacion de la lipasa inmovilizada en esferas
de alginato recubiertas de chitosan pueden ser de un valor potencial para la produccién de

ésteres en reacciones de transesterificacion.
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CAPITULO 9

REACCIONES DE HIDROLISIS Y METANOLISIS DE ACEITE DE OLIVO POR
CATALISIS ENZIMATICA

9.1 RESUMEN

El biodiesel es considerado un combustible biodegradable y no contaminante. La reaccion
de transesterificacion enzimatica para la produccion de biodiesel a partir de aceites
vegetales con alcoholes es una alternativa atractiva. Sin embargo, el costo de las enzimas
representa una barrera para su implementacion industrial. EI objetivo de este estudio fue
hacer un acercamiento exploratorio de la potencial produccion de &cidos grasos libres y
metil ésteres del aceite de olivo utilizando como catalizador lipasa producida a partir de
hongos filamentosos. El estudio se realizé utilizando lipasa de consorcio de Aspergillus
flavus, Penicillium chryzogenum y Trichoderma harzianum. La hidrdlisis del aceite de
olivo se realizo a la temperatura de 35-40°C con una relacion aceite-agua 1:1 v/v. Se utilizo
lipasa de actividad 2.9 U/mg con una concentracion de lipasa de 20 mg/g de aceite. Se
obtuvo 1.4% de acidos grasos libres en 3 horas de reaccion a pH 8.0. La reaccion de
transesterificacion se realizd con un minimo contenido de agua en medio de isooctano a
temperatura de 35-40°C a pH de 8.0, obteniendo un producto con el 8.0% de metil ésteres

después de 96 horas de reaccion.

9.2 INTRODUCCION

La transesterificacion de los aceites vegetales ha recibido considerable atencion hace solo
unos cuantos afios, debido a la obtencidn de acidos grasos y alquil ésteres, los cuales son
compuestos intermedios valiosos en la quimica de los aceites y los metil y etil ésteres como

sustitutos del diesel de petroleo [58].

El proceso de metandlisis quimica catalizada por alcalis da altos grados de conversion de
los triglicéridos a sus correspondientes metil ésteres en cortos tiempos de reaccion, con
varios inconvenientes: presenta una alta demanda de energia, la recuperacién del glicerol es
dificil, el catalizador alcalino tiene que removerse del producto y la presencia de acidos
grasos libres y agua interfieren con la reaccion. La metandlisis enzimatica no presenta los

inconvenientes mencionados, en particular se debe de mencionar que el glicerol producido
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puede ser facilmente recuperado y que los acidos grasos libres contenidos en los aceites y
grasas residuales pueden ser convertidos completamente a metil ésteres [13].

Reacciones de metandlisis efectivas han sido desarrolladas utilizando diferentes lipasas a
partir de especies de Candida, Pseudomonas y Rhizopus por varios investigadores. Las
enzimas realizan reacciones de transesterificacion muy especificas (bio-transformaciones)
[137], por lo cual son de gran interés en la industria, en donde procesos menos especificos

producen subproductos no-deseables.

La desventaja asociada con la transesterificacion enzimatica es el costo de la preparacion de
la enzima. La inmovilizacion generalmente incrementa el retso de las enzimas [137] y por
lo tanto disminuye el costo, también ayuda al biocatalizador a ser mas eficiente en medios

reactivos no acuosos [92].

El presente estudio reporta el uso de lipasa extracelular extraida de hongos filamentosos en
reacciones de hidrolisis y transesterificacion de aceite de olivo para la produccion de acidos

grasos y metil esteres.

9.3 MATERIALES Y METODOS

9.3.1 Materiales

El aceite de olivo extra virgen utilizado fue comprado comercialmente del mercado local y
se almacend a 4°C para evitar rancidez y fue utilizado durante la experimentacion. Lipasa
de cerdo, actividad 24 U/mg marca USB, Lipasa liofilizada extraida de hongos
filamentosos (Aspergillus flavus, Aspergillus niger, Penicillium chrysogenum vy
Trichoderma harzianum), actividad 0.904 U/g bajo condiciones estandar de analisis. El

resto de los reactivos utilizados fueron grado analitico.

9.3.2 Andlisis de FAMES por cromatografia de gases

Los metil ésteres se analizaron en un Cromatografo de Gases Hewlett Packard Series 6890
equipado con un detector de ionizacién de flama (FID). Se utiliz6 una columna (0.25 mm
de didmetro interno, 60 m de longitud y 0.25 um de espesor de pelicula) marca J. & W.
Scientific DB-23 utilizando gas helio como gas de arrastre. La temperatura de la columna

se establecié de 170-220°C, para un tiempo total de analisis de 14 min. Las temperaturas
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del inyector y del detector fueron de 250 y 275°C respectivamente. Todos los analisis
fueron realizados por duplicado. Los solventes y reactivos utilizados en la preparacion de
las muestras fueron grado HPLC.

9.3.3 Hidrodlisis de aceite de olivo

La reaccidn hidrolitica se realiza en la interfase aceite-agua, por lo tanto, la mezcla reactiva
consistié de aceite de olivo y buffer Tris-HCI 0.1M pH 8.0 en relacion volumétrica 1:1,
isooctano como co-solvente y 1% Triton X100 como emulsificante [138]. Se utilizaron 20
mg de lipasa por gramo de aceite. La mezcla se incub6 a 40°C y se agitd a 200 rpm,
dejando la reaccion proceder por 48 h. Se centrifugd la mezcla y se analizé la fase aceitosa
para determinacion de acidos grasos libres. Se compararon los resultados con la hidrolisis
de aceite de olivo utilizando lipasa de cerdo. Los acidos grasos liberados fueron titulados
con NaOH 5 mM usando fenolftaleina como indicador [139].

9.3.4 Metandlisis de aceite de olivo

Las reacciones de metandlisis se condujeron en relacion estequiométrica de aceite/metanol;
el aceite y el metanol se agregaron a un matraz de reaccion y se calenté a la temperatura de
reaccion (40°C) con agitacion magnética constante (200 rpm). Se agrego la lipasa
pretratada en buffer de Tris-HCI 0.1M pH 8.0 para llevar la concentracién de agua a valores
especificos. Se utilizd un volumen constante de isooctano como so-solvente por diferentes
tiempos de reaccion. EI matraz de reaccion se conectdé a una columna de reflujo para

condensar el alcohol que pudiera evaporar.

El efecto de la carga enzimatica, relacion molar metanol:aceite, concentracion de agua,
concentracion de buffer y tiempo de reaccion en el proceso de transesterificacion se estudio
variando cada vez una variable en el rango escogido (Tabla 16) y el resto de las condiciones
se mantuvieron fijas segun el caso: relacion molar metanol a aceite 5:1, carga enzimatica
3% p/p con base a peso de aceite de olivo extra virgen, relacion volumétrica isooctano a
aceite 1:1, concentracién de agua 5% v/v en base a aceite, concentracion de buffer 4% p/p

en base a aceite, temperatura 40°C, agitacion 200 rpm y tiempo de reaccion 48 h.
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Tabla 17. Intervalo de estudio de las variables

Variable Rango
Concentracion de enzima (% p/p) 1-5
Relacion molar Metanol:aceite 3:1-9:1
Concentracion de agua (% V/v) 0-15
Concentracion buffer (% p/p) 4-8
Tiempo de reaccion (h) 24-96

Al término, la mezcla reactiva se centrifugd a 4,000 rpm por 40 min y se recuperé la fase
aceitosa. Se llevé a una estufa a 60°C por 20 min para evaporar todo el solvente. Se

analizaron los ésteres de metilo por cromatografia de gases.
9.4 RESULTADOS Y DISCUSION

9.4.1 Hidrolisis de aceite de olivo

El grado de hidrolisis obtenido en el aceite de olivo por la reaccion catalizada por la lipasa
obtenida a partir de los hongos filamentosos se compar6 con la hidrélisis catalizada con
lipasa de pancreas de cerdo. Byun et al. [140] reportaron el alto grado de hidrolisis en
emulsion por la accion de lipasa de pancreas de cerdo. Rathod et al. [138] reportaron 32%
de grado de hidrolisis del aceite de ricino catalizada con lipasa de una cepa genéticamente
modificada de Aspergillus oryzae. La Figura 42 muestra el grado de hidrélisis del aceite de
olivo catalizada por lipasas de consorcio de hongos filamentosos, obteniendo como maximo
el 3% de rendimiento. Si se compara con el grado de hidrolisis catalizada con lipasa de

cerdo bajo las mismas condiciones, observamos hasta un 41% de hidrdlisis.
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Figura 42. Avance de reaccion de hidrolisis de aceite de olivo en medio acuoso a temperatura de 40°C y 200
rpm de agitacion.
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9.4.2 Metandlisis de aceite de olivo

Efecto de concentracién de lipasa

La Figura 43 muestra el efecto de la concentracion de la enzima en el porcentaje de metil
ésteres obtenidos. Para la lipasa de consorcio de hongos que encontrd que un incremento de
la enzima mayor del 1% disminuye la formacion de los metil ésteres. Es muy probable que
a mas altas concentraciones de lipasa, la solucion interfase enzima-aceite formada bajo
condiciones experimentales se sature de enzima y por el contrario se formen aglomerados

de enzima que restringen el area de contacto entre sustrato-enzima [141].
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Figura 43. Efecto de la carga de lipasa en el rendimiento de formacion de FAME. Carga: 1-3 % p/p en base a
aceite de olivo utilizado. Se compara el rendimiento con lipasa de pancreas de cerdo.

Efecto de la relacion aceite/metanol

Un factor importante que afecta el rendimiento de la formacién de los metil ésteres es la
relacion molar de aceite-metanol. Debido al avance de la reaccion de transesterificacion
hacia productos, es necesario, ya sea el uso de exceso de alcohol o la remocién de alguno
de los productos de la mezcla reactiva. El efecto de la relacién molar aceite-alcohol en la
produccién de FAME a partir de aceite de olivo usando lipasa libre de consorcio de hongos
filamentosos se analiz6 realizando experimentaciones con diferentes relaciones; 1:3, 1:5,
1:7 y 1:9 (aceite de olivo a metanol). A partir de la Figura 44 se observa que con el
incremento de la relacion molar se incrementa el rendimiento de los metil ésteres hasta un
13% con la relacion molar 1:9. Paralelamente, se realizé la metandlisis del aceite de olivo
con lipasa de pancreas de cerdo a las mismas condiciones de reaccidn para comparar

resultados.
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Figura 44. Efecto de la relacion molar aceite/alcohol en el rendimiento de metil ésteres durante la metanolisis
del aceite de olivo usando lipasa libre de consorcio de hongos y lipasa de pancreas de cerdo.

Efecto del tiempo de reaccion

El efecto de tiempo en la produccion de metil ésteres por la reaccion de metanolisis del
aceite de olivo usando lipasa libre de consorcio de hongos filamentosos se estudio
conduciendo experimentos con diferentes periodos de reaccion; 24, 48, 72 y 96 h. Los
experimentos se realizaron a la temperatura éptima de 40°C y pH de 8.0, usando isooctano
como co-solvente. La Figura 45 muestra que con el incremento del tiempo de reaccion se
incrementa el porcentaje del rendimiento de FAME hasta un 8% en 96 h. Este resultado se

comparo con la metanolisis del aceite de olivo catalizada con lipasa de cerdo.
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Figura 45. Efecto de tiempo de reaccion en el rendimiento de metil ésteres durante la metandlisis del aceite
de olivo catalizada por lipasa de consorcio de hongos y lipasa de pancreas.
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Efecto del contenido de agua

El efecto del contenido de agua en el rendimiento de los metil ésteres en la reaccion de
metandlisis del aceite de olivo usando lipasa de consorcio de hongos fue estudiado
mediante experimentacion para diferentes porcentajes de agua en base a aceite (0, 5, 10 y
15 %). Aunqgue el agua no esté relacionada como reactivo o producto en la reaccion de
transesterificacion, su contenido es importante debido a que favorece a la expresion de la
actividad enzimatica. El agua actia como lubricante de las cadenas polipéptidas en las
proteinas, por lo tanto le confiere a la enzima la movilidad suficiente para desarrollar su
accion catalitica [142]. Debido a que el sistema de reaccion esta compuesto de diferentes
fases; los sustratos (triglicéridos y metanol), las enzimas y el soporte, el agua se reparte en
diferente proporcion entre los componentes. Para estudiar el efecto del contenido del agua
en la actividad enzimatica, especificas cantidades de agua se agregaron al sistema y se
analizo la cantidad de metil ésteres producidos. La Figura 47 muestra que la lipasa a partir
de consorcio de hongos es inactiva cuando el medio de reaccidon se mantiene anhidro, pero
se incrementa cuando se agrega un 5% de agua y se sostiene activa hasta un 10% de agua
en base al aceite. Un contenido de agua mayor del 10% mostrd6 un descenso en el
rendimiento de los metil ésteres producidos hasta un rendimiento nulo al 15% de contenido
de agua. Por otro lado, la lipasa de pancreas de cerdo mostrd siempre incremento del

rendimiento de los metil ésteres a medida que se incremento el contenido de agua.
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Figura 46. Efecto del contenido de agua en la reaccidn de transesterificacion para la formacion de metil

ésteres a partir de aceite de olivo catalizada por lipasa de consorcio de hongos filamentosos y comparado con
el efecto del contenido de agua para la reaccidn catalizada por lipasa de pancreas de cerdo.
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9.5 CONCLUSIONES

El méaximo grado de hidrélisis del aceite de olivo catalizada con lipasa de hongos
filamentosos obtenido fue de 3%. Este valor es muy bajo si se compara con el grado de
hidrélisis obtenido a partir de la lipasa de pancreas de cerdo. ES necesario considerar como
factor importante de la reaccion de hidrolisis la adicion de co-factores que incrementen la
actividad lipolitica de la enzima en estudio.

La reaccion de metandlisis se realizé utilizando aceite de olivo extra-virgen y un alcohol de
cadena corta (metanol en isooctano). Se us6 como biocatalizador lipasa de consorcio de
hongos filamentosos (Aspergillus flavus, Aspergillus niger, Penicillium chrysogenum vy
Trichoderma harzianum). Los resultados se compararon con los obtenidos de la reaccion
catalizada por lipasa de pancreas de cerdo comercial. Se estudiaron los factores que se cree
afectan el rendimiento de la produccion de los metil ésteres, entre estos concentracion de
enzima utilizada, relacion molar aceite-metanol, tiempo de reaccion y contenido de agua. El
méaximo rendimiento obtenido de metil ésteres por catélisis con lipasa libre de consorcio de
hongos fue 13%. Se obtuvieron los valores dptimos de reaccion: 1% de carga enzimatica,
relacion molar aceite-metanol de 1:9, tiempo de reaccion de 96 h y un contenido de agua de
5-10 % en base a aceite de olivo cuando la temperatura de reaccion fue 40°C a un pH de
8.0 y agitacion de 200 rpm. Se recomienda hacer un estudio profundo en los factores que

afectan el grado metandlisis.
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CONCLUSIONES GENERALES

De la evaluacion cualitativa de la actividad lipolitica en las especies de hongos
filamentosos de este estudio, se seleccionaron cuatro especies con actividad
destacada: Aspergillus niger, Aspergillus flavus, Penicillium chrysogenum y
Trichoderma harzianum.

El uso del ensayo del p-NFB fue adecuado para realizar la evaluacion cuantitativa
de la actividad de lipasa una vez estandarizado el ensayo. La mayor actividad
obtenida por dicho ensayo se obtuvo a condiciones estandar y fue de 12.5 U/mL de
extracto a partir de Aspergillus flavus por fermentacion en estado solido.

Se determinaron los rangos optimos de actividad de la enzima soluble debido a que
la estabilidad de la lipasa a partir de hongos filamentosos provee informacion clave
para las condiciones de reacciones de hidrolisis y transesterificacion de la lipasa. El
pH &ptimo presentado por la enzima fue en el rango de 8.0-9.0. La temperatura
optima de la actividad de la lipasa se observé en el rango de los 40-45°C.

Lipasa inmovilizada en la mezcla de los polimeros Chitosan/Alginato por
recubrimiento de las esferas de alginato con chitosan, present0 caracteristicas
optimas de actividad y estabilidad. Los rangos de estabilidad de la lipasa provee
informacion clave para la seleccion de las condiciones de los procesos de
inmovilizacion y almacenamiento. La estabilidad al pH de la lipasa inmévil se
present6 a un pH de 5 en buffer de acetato cuando se incubd por 1 h a temperatura
ambiente. A la temperatura de 60°C la lipasa soluble en buffer Tris-HCI 0.1M pH
8.0 mantuvo una actividad relativa del 32% de la actividad presentada por la lipasa
inmovilizada en Alg/Chitosan. Esto se observa como una ventaja debido a la
desnaturalizacion que sufre la enzima soluble a altas temperaturas. La lipasa
inmovilizada preservo el 89% de su actividad a los 30 dias de almacenamiento en
estado humedo a 4°C.

Un bajo grado de hidrolisis (3%) se present6 por accion de la enzima libre usando
como sustrato aceite de olivo extra-virgen a las condiciones de reaccion
establecidas. Estudios posteriores se requieren para optimizar los valores de grado

de hidrdlisis obtenidos en este estudio. Factores como la presencia de co-factores,

93



aditivos y concentraciones dptimas de contenido de humedad pueden ser variables
clave.

El maximo rendimiento obtenido de metil ésteres por catalisis con lipasa libre de
consorcio de hongos fue 13%. Se obtuvieron los valores 6ptimos de reaccion: 1%
de carga enzimatica, relacion molar aceite-metanol de 1:9, tiempo de reaccion de 96
h y un contenido de agua de 5-10 % en base a aceite de olivo cuando la temperatura
de reaccién fue 40°C a un pH de 8.0 y agitacién de 200 rpm. Se recomienda hacer
un estudio profundo en los factores que afectan el grado metandlisis y optimizar el
grado de conversion del aceite a metil ésteres.
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GLOSARIO

Aceite: Producto de origen mineral, animal o vegetal, liquido a 25°C. Constituido en el
primer caso por hidrocarburos pesados, y en los otros por mezclas de glicéridos.

Acidos grasos libres: También conocidos por sus siglas en inglés FFA (free fatty acids)
son aquellos &cidos grasos que no se encuentran unidos a ningun glicérido. El contenido de

este en aceites y grasas se puede determinar mediante el indice de acidez y el pH.

Acidos grasos: Nombre dado a un grupo de &cidos capaz de neutralizar un solo equivalente
basico, por tener solo un hidrogeno sustituible. Entran en la composicion de grasas y

aceites, los mas frecuentes son el oleico, palmitico y estearico.
Alcoholisis: Es la reaccion mediante la cual una molécula es desplazada por un alcohol.
B2: Diesel mezclado con 2% de biodiesel

Cepa: Poblacion celular descendiente de una Unica célula. Punto de inicio de una serie

filogenética.

Colonia: Poblacién de células que puede observarse macroscopicamente, y que crecen en

un medio sélido, procedentes de una sola célula.

Crecimiento exponencial: Fase del crecimiento de un microorganismo en la que el namero

de células se duplica en un periodo de tiempo fijo.
Cultivo: Cepa particular o tipo de organismo en un medio de cultivo en el laboratorio.

Curva de crecimiento: Representacion grafica del crecimiento de un microorganismo en
un medio de cultivo.

Diglicéerido: Molécula de glicerol en la cual dos de los tres grupos alcohélicos han sido
esterificados, es decir, dos de los grupos alcohdlicos han sido sustituidos por dos moléculas

de &cidos grasos.

Espora: Término utilizado para designar estructuras resistentes de reposo que forman

NUMerosos procariotas y hongos.
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Ester: Compuesto organico que se origina cuando se unen un &cido y un alcohol.

Corresponde a la formula general R-COO-R”.

Fase de latencia: Periodo posterior a la inoculacion de un medio de cultivo previo al

crecimiento del microorganismo.

Fase estacionaria: Periodo en el que cesa el crecimiento de una poblacion de

microorganismos o cultivo.

Fase exponencial: Periodo en el que el crecimiento en el nimero de individuos de una

poblacion es constante y maximo.
Género: Grupo taxondmico de especies relacionadas.

Hidrdlisis: Descomposicion de una sustancia en unidades mas pequefias, generalmente

monomeros, por adicion de agua.
Inhibicion: Que impide el crecimiento o funcion.
Inoculo: Material usado para iniciar un cultivo microbiano.

Medio de cultivo: Solucion de varios nutrientes adecuada para el crecimiento de

microorganismos.

Metabolito: Producto excretado por un microorganismo al final de la fase exponencial o

durante la fase estacionaria.
Micelio: Cuerpo vegetativo de los hongos, formado por multitud de células.
Mohos: Hongos filamentosos.

Transesterificacion: Es el proceso de desplazamiento de un alcohol pesado por un alcohol

liviano en un ester.
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