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RESUMEN

Se investigaron 12 microorganismos productores de lipasas, para lo cual se utilizaron cepas de bacterias, hongos y
levaduras desarrolladas en aceite de oliva 2% como fuente de carbono. Se aprecié la actividad lipolitica y se
estudiaron las caracteristicas cinéticas de las lipasas extracelulares expresadas por los mejores productores, Aspergil-
lus niger y A. fumigatus. Ambos microorganismos se analizaron en presencia de diferentes fuentes de carbono para
precisar la més adecuada para la sintesis de la enzima. Se obtuvieron alrededor de 0,26 Ul/mL de actividad en
presencia de aceite de oliva y girasol al quinto y séptimo dia respectivamente en cultivos de A. niger, y 0,21 Ul/mL
en aceite de oliva al cuarto dia en cultivos de A. fumigatus. Se caracterizaron los extractos enzimaticos procedentes
de ambas cepas y se encontré que los valores éptimos de pH y temperatura para la actividad de los extractos
enzimaticos de A. niger y A. fumigatus fueron pH 6, 40 °C y pH 7, 80 °C, respectivamente. Ambos extractos
resultaron estables en medios neutros, ligeramente acidos y a temperaturas entre 20 y 40 °C durante 5 h de
incubacién. No se encontré en la literatura informacién sobre la lipasa producida por la cepa de A. fumigatus.
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ABSTRACT

Production y characterization of lipases from Aspergillus niger and A. fumigatus. Strains from bacteria,
fungi and yeast were used for a quantitative screening of lipase-producing microorganisms using 2% of olive oil
as carbon source. The production and kinetic characteristics of extracellular lipases expressed by the best producers
(Aspergillus niger and A. fumigatus) were studied. The more ideal carbon source for lipase synthesis was selected.
Around 0.26 IU/mL of A. niger lipase activity was obtained in 2% olive and sunflower oil on the 5th and 7th day,
respectively and 0.21 IU/mL of A. fumigatus lipase activity was achieved in olive oil at 4th day. The optimum pH
and temperature for extract enzymatic activities were pH 6 and 40 °C for A. niger lipase and pH 7 and 80 °C for
A. fumigatus lipase. Both enzymatic extracts were stable in neutral and weakly acid mediums at temperatures
ranging between 20 and 40 °C for 5 h. Lipase from A. fumigatus strain has not been reported in the consulted
literature.
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Introduccién

Las lipasas (EC 3. 1. 1. 3) hidrolizan triglicéridos a
acidos grasos y glicerol, y bajo ciertas condiciones
catalizan la reaccion inversa. Algunas de estas enzimas
son también capaces de catalizar reacciones de
transesterificacion e hidrolisis enantioselectivas [1].
Estas enzimas hidroliticas se encuentran ampliamente
distribuidas en la naturaleza y estan presentes en los
procesos metabdlicos degradativos de algunas plantas
y animales. Ellas son producidas por un gran nimero
de microorganismos a partir de los cuales se obtienen
usualmente para fines comerciales, un ejemplo tipico
lo son las lipasas producidas por los hongos Aspergillus
niger'y A. fumigatus [2].

El interés por estas enzimas se ha acrecentado en
los ultimos afios debido a sus diversas propiedades
cataliticas. Ello ha causado que se conviertan en
catalizadores valiosos en diferentes aplicaciones in-
dustriales, tales como: aditivos en la formulacion de
detergentes, en la industria alimenticia para la elabora-
cion de productos dietéticos con bajo nivel de grasas y
colesterol, en la industria del papel con el objetivo de
eliminar la cera de la pulpa del papel, en la industria
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farmacéutica en la obtencidon de moléculas bioactivas,
asi como en procesos de sintesis quimica para la ob-
tencion de compuestos dpticamente puros [3], modi-
ficacion de grasas y otros lipidos por hidrélisis y
esterificacion [4 ].

Los problemas asociados al uso sistematico y con-
trolado de las enzimas no se encuentran totalmente re-
sueltos [5, 6]. Tanto la composicion de la enzima como
las condiciones empleadas para su procesamiento, pue-
den ser determinantes en las propiedades cataliticas
de la misma y en los diversos resultados que se pue-
dan obtener. El conocimiento de nuevos microorga-
nismos productores de enzimas lipasas y de la
diversidad de condiciones necesarias para la produc-
cion de las mismas son de gran utilidad si se desean
emplear para cualquiera de los fines antes menciona-
dos, y debe ser por tanto, el fundamento de todo
estudio.

El presente trabajo tiene como objetivo seleccionar
y caracterizar dentro de un grupo amplio de microor-
ganismos nacionales los mejores productores de
enzimas lipasas.
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Materiales y Métodos

Microorganismos y desarrollo de los cultivos

Los microorganismos empleados en este estudio fue-
ron: A. oryzae 6.28.1, A. niger J-1, A. fumigatus
6.17.3, Trichoderma hartzianum 101.8.2, Mucor
griseocyanum 55.1.1, Bacillus brevis 23.9.1, B.
subtilis 23.44.1, B. cereus 23.4.1, Escherichia coli
001, Candida utilis L 3.75.13, C. lypolitica3.39.1 y
Saccharomyces cerevisiae 25.7.3, proporcionadas
por el cepario del Instituto Cubano de Investigacio-
nes de Derivados de la Cafia de Aztcar (ICIDCA, La
Habana, Cuba).

Los hongos y las levaduras se conservaron en cu-
flas de agar papa dextrosa y las bacterias en agar
nutriente, todos a4 °C. Se emple6 un medio de cultivo
con la composicion siguiente (g/L): NaH,PO, 12;
KH,PO; 2; MgS04.7 H,0 0,3; CaCl, 0,25 y como
fuentes de nitrégeno y carbono sulfato de amonio al
1% y aceite de oliva al 2% respectivamente. Las otras
fuentes de carbono ensayadas y las concentraciones
empleadas son especificadas en los experimentos. El
pH inicial del medio se ajust6 a 6 para hongos y leva-
duras y a 7 para las bacterias.

Para el cultivo de los hongos se tomaron alicuotas de
las soluciones de esporas y se adicionaron a 20 mL
de medio estéril contenidos en erlenmeyers de 100 mL,
de modo que la concentracion final en el medio fuera de
10 esporas/mL. El cultivo se desarrollé a 30 °C y
100 rpm 8 dias. Para las bacterias y las levaduras se
incubaron precultivos de 20 mL a 30 °C y 120 rpm.
durante 12 hy a30 °Cy 120 rpm durante 48 h respec-
tivamente, y posteriormente inoculados a razon 1/10
en 180 mL de medio salino contenidos en erlenmeyers
de 500 mL. El crecimiento de los cultivos se realizd
bajo las mismas condiciones de temperatura y agita-
cion que del precultivo por espacio de 12 y 72 h res-
pectivamente.

Obtencién del crudo enzimatico

Los cultivos de hongos se filtraron al vacio y luego se
centrifugaron a 12 000 rpm durante 5 min. Los cultivos
de bacterias y levaduras se centrifugaron a 12 000 rpm.
durante 5 min. Los sobrenadantes obtenidos que con-
tienen los crudos enzimaticos de lipasas extracelula-
res colectados se congelaron a 0 °C para su posterior
analisis.

Caracterizacién de las lipasas

La influencia de la temperatura en la actividad
enzimatica se estudi6 en un rango de 20 °C a 90 °C por
medicion de la velocidad de reaccion a pH 7,0. El efec-
to de la temperatura en la estabilidad se estudié incu-
bando el crudo enzimatico de 4. niger apH 3.65, tal y
como se obtuvo de la fermentacion y el de 4. fumigatus
a pH 7.0 a varias temperaturas desde 20 °C hasta
60 °C por espacio de 5 h (tomando como 100% la
actividad inicial de la enzima).

El efecto del pH en la actividad lipolitica se estu-
dié a 37 °C y se vari6 el pH del medio de reaccion
desde 4 hasta 10 consecutivamente. La influencia del
pH en la estabilidad de la enzima fue estudiada por la
exposicion del crudo enzimatico a valores de pH de 4
y 5 (tampdn acetato de sodio 0,05 M), 6 y 7 (tam-
pon fosfato de sodio 0,05 M), 8, 9 y 10 (tampdn
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carbonato de sodio 0,05 M) y a 30 °C durante 5 h'y
se determind la actividad residual, la cual se expresé
como un porciento de la actividad inicial que presen-
t6 la enzima.

Determinaciones analiticas

La cinética de crecimiento para las bacterias y levadu-
ras se realizo por medicion de la densidad optica del
cultivo a 530 nm. En los hongos se determind el peso
seco a 100 °C durante 24 h'y se inform6 como gramos
de micelio por mililitro de cultivo filtrado.

La actividad enzimatica se determino por medicion
del incremento de la absorbancia a 348 nm producido
por la liberacion del p-nitrofenol como resultado de la
hidrolisis de 0,4 mM del éster para-nitrofenilo de
propionato (p-NPP) en tampén fosfato 25 mM pH
7,0 y 37 °C. Se define como unidad internacional la
cantidad de enzima necesaria para hidrolizar 1 micromol
de p-NPP por minuto bajo las condiciones descritas
anteriormente [6].

Resultados y Discusion

Seleccién de los microorganismos
productores de lipasas

La actividad lipolitica expresada por diversos microor-
ganismos en aceite de oliva se muestra en la Figura 1.
Como se puede apreciar, la produccion de lipasas no
se manifiesta de igual modo para estos microorganis-
mos. Existen diferencias importantes entre los niveles
de actividad lipolitica expresados por los hongos y los
de las bacterias y levaduras. En los hongos se alcanza-
ron actividades promedios entre 5,4 y 2,8 veces supe-
riores a las restantes.

Este resultado pudiera atribuirse a que el sustrato
empleado como fuente de carbono en la fermentacion
para la produccion de la enzima es mejor asimilado
por los hongos, ya que en el caso de las bacterias y
levaduras se registraron crecimientos muy escasos (no
se muestran los resultados), y/o la posibilidad de que
las cepas de bacterias y levaduras estén expresando
actividad lipolitica intracelular fundamentalmente. Este
hecho pudo ser corroborado con un estudio prelimi-
nar del que se pudo concluir que al menos en los culti-
vos de cepas bacterianas investigadas fue mayor la
expresion de actividad lipasica intracelular respecto a
la extracelular.
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Figura 1. Actividad lipolitica expresada por diferentes especies
en aceite de oliva.
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Influencia de la fuente de carbono
en la sintesis de lipasas en cultivos de hongos

Entre los hongos, los mejores productores fueron las
cepas de 4. niger'y A. fumigatus, resultando las activi-
dades enzimaticas 0,26 y 0,21 Ul/mL respectivamen-
te. La cinética de crecimiento y de expresion de
actividad lipasica obtenida en cultivos de estos micro-
organismos desarrollados en varias fuentes de carbo-
no se muestra en la Figura 2. Se observa que el
microorganismo A. niger se desarrolla de modo similar
en presencia de los sustratos lipidicos, alcanzando
crecimientos entre 10y 15 g de micelio seco por litro
de cultivo. En las restantes variantes los niveles de
crecimiento son inferiores.

Al apreciar la Figura 2B, es notable que la produc-
cion de lipasas alcanza valores superiores en cultivos
donde fueron empleados lipidos como fuente de car-
bono en relacion a aquellos donde se emplearon glice-
rol, almidén o glucosa, siendo las actividades lipoliticas
alcanzadas menores de 0,05 UI/mL; como consecuen-
cia quizas de que el glicerol constituye un producto
final de la accidn de las lipasas, es decir, estd presente
la inhibicién por producto [7] y su presencia en el
medio de cultivo al parecer no favorece la sintesis de la
enzima. Se ha informado por algunos investigadores
[8-10] que los azicares pueden influir tanto a favor
como en contra de la produccion de estas enzimas,
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Figura 2. Caracterizacién de un cultivo de A. niger desarrollado
en diferentes medios: A) crecimiento microbiano y B) expresion
de actividad lipolitica.
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pero en nuestro caso en particular, la presencia de
azlcares no favorecio la sintesis de lipasas en cultivos
de este microorganismo.

Se observa ademas, que la sintesis de la enzima
comienza fundamentalmente a partir del segundo dia
de la fermentacion, y los maximos de actividad se al-
canzan en fases posteriores a la etapa de crecimiento
optimo del microorganismo, por lo que pudiera afir-
marse que la sintesis de la enzima de interés se en-
cuentra parcialmente asociada al crecimiento. En
relacion con los resultados obtenidos en los cultivos
de A. fumigatus (Figuras 3A y B), se puede apreciar
que los mayores crecimientos alcanzados oscilan en-
tre 12 y 16 g/L de materia seca, muy parecida a la de
los cultivos de A. niger.

La sintesis de la enzima de interés solo se logra de
manera apreciable en presencia de aceite de oliva (alre-
dedor de 0,21 Ul/mL de enzima) y niveles mas bajos
de actividad se producen con aceite de girasol y aceite
de coco. Al parecer no basta con la presencia de
sustratos lipidicos en el medio de cultivo, sino influye
también el tipo de sustrato lipidico presente. De he-
cho, se puso de manifiesto que no todos los microor-
ganismos aun siendo de origen filamentoso, responden
de modo similar, pues la respuesta de cada microorga-
nismo se encuentra sujeta a las particularidades fisio-
logicas de cada uno.
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Figura 3. Caracterizacién de un cultivo de A. fumigatus desarro-
llado en diferentes medios: A) crecimiento microbianoy B) expre-
sién de actividad lipolitica.
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Caracterizacion de los extractos solubles
de lipasas de A. niger y A. fumigatus

Para caracterizar los extractos solubles de las lipasas
producidas por los dos hongos en estudio, se determi-
nd la influencia de la temperatura y el pH sobre la
actividad enzimatica y se defini6 el perfil que describe
dicho comportamiento. Para analizar la influencia de
la temperatura, el pH se mantuvo constante en 7
y para analizar el pH, la temperatura se mantuvo cons-
tante en 37 °C (Figuras 4y 5) .

En la Figura 4 se puede observar que la enzima mues-
tra su mayor actividad en un rango entre 40y 60 °C. A
partir de esta temperatura se aprecia un descenso brus-
co en la actividad, motivado probablemente por la
inactivacion térmica de la enzima. El 6ptimo de tem-
peratura obtenido en la Figura 4A fue similar al publi-
cado para la lipasa excretada por Humicola lanuginosa
[11], Pseudomonas species [12], Rhizopus rhizopo-
diformis [13] y Bacillus spp. [14] y apreciablemente
superior al divulgado para la lipasa de 4. oryzae [15]
y Pythium ultimum [16]. Por otra parte, a pH 6 se
obtuvo el maximo de actividad de la enzima, resultado
muy parecido al informado para la lipasa de 4. niger
por Crueger en 1993 [7].

De forma diferente se comporta la lipasa de 4.
Sfumigatus, la cual alcanza su maxima actividad
lipolitica a 80 °C y pH 7,0 (Figura 5). Este resultado
es importante porque demuestra que esta enzima
posee propiedades cataliticas muy interesantes a al-
tas temperaturas. En la literatura no se halld anuncia-
da la produccidn de lipasas por el hongo A. fumigatus.
No obstante, se encontrd que el dptimo de pH de esta
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Figura 4. Estudio de la influencia de la temperatura (A) y el pH (B)
en la actividad de la lipasa producida por A. niger.
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lipasa es muy similar al generalizado para la lipasa de
R. rhizopodiformis [13] . Los resultados derivados de
los estudios de estabilidad se han representado en las
Figuras 6y 7.

La lipasa de 4. niger resulté muy inestable a partir
de 50 °C perdiendo entre 20 y 40% de la actividad
respecto a la inicial en 0,5 h aproximadamente. Estos
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Figura 5. Estudio de la influencia de la temperatura (A) y el pH (B)
en la actividad de la lipasa producida por A. fumigatus.
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perfiles son muy similares a los publicados para otras
lipasas fungicas [16, 17]. Por otra parte se observod
que la enzima se desnaturalizé rapidamente a pH
alcalinos perdiendo entre 20 y 60% de actividad ini-
cial a la hora de haber sido incubada. ApH4,5,6y 7
la enzima conservo su actividad durante las 5 h de
incubacion y no se observaron diferencias.

El perfil de estabilidad térmica de la lipasa de 4.
Jfumigatus (Figura 7A) muestra que la enzima fue muy
estable a 30 y 40 °C; lo cual desde el orden practico
reviste gran importancia, pues a temperaturas ambien-
tales se podria procesar un crudo enzimatico en las
siguientes etapas de purificacion, de modo que facili-
taria las operaciones siguientes. Por encima de estas
temperaturas la enzima perdid alrededor de 20% de la
actividad inicial después de haber sido incubada 1 h.
Estos perfiles son tipicos en la mayoria de las lipasas
de origen fungico [16, 17]. Con relacidn a la estabili-
dad de la enzima frente a diferentes valores de pH, se

Recibido en diciembre del 2000. Aprobado
en septiembre del 2001.
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observo que fue muy estable a pH 6y 7, incluso a pH
5 donde la enzima solo perdié 10% de la actividad
inicial, en los restantes pH fue muy inestable. Tanto el
perfil de estabilidad frente al pH de la lipasa de 4.
niger como el de A. fumigatus fueron de comporta-
miento muy similar a los divulgados para otras lipasas
de origen fungico [17-20].

Conclusiones

De las diferentes cepas estudiadas, los hongos resul-
taron los mejores productores de lipasas, destacando-
se en particular las cepas de A. niger'y A. fumigatus.
Ambos microorganismos se estudiaron en presencia
de diferentes fuentes de carbono; sin embargo, la sin-
tesis de lipasas se favorecio solamente en presencia de
aceite de oliva, de coco y de girasol en los cultivos de
A. niger y exclusivamente en aceite de oliva en los
cultivos de 4. fumigatus. Se comprobd que tanto la
glucosa como el almiddn no favorecen la sintesis de la
enzima de interés en las cepas de hongos estudiadas,
al igual que el glicerol, el cual constituye un inhibidor
de la produccion de lipasas en los cultivos de estos
microorganismos.

Los crudos enzimaticos de lipasas provenientes de
A. niger y A. fumigatus difieren en algunas de sus
propiedades y, ademas, exhibieron caracteristicas
cinéticas comparables a las informadas para otras
lipasas provenientes de microorganismos de origen
filamentoso. La lipasa de de A. fumigatus no se encon-
tr6 publicada en la literatura. EI comportamiento de
esta enzima resultdo novedoso tanto por la actividad
mostrada a altas temperaturas como por su estabili-
dad a temperaturas moderadas. El hecho de que estos
microorganismos sean generalmente reconocidos como
seguros (GRAS, del inglés, generally recognized as
save) tanto para la industria alimenticia como para la
de bebidas y licores y farmacéutica, hacen necesario
cada vez mas, la optimizacion de procesos fermenta-
tivos que garanticen la produccion de enzimas lipasas
a escalas superiores.

Recomendaciones

Realizar investigaciones cuyos objetivos sean incremen-
tar la estabilidad de la lipasa de A. fumigatus en las
condiciones de temperatura y pH en que alcanza su
maxima actividad lipolitica por lo interesante que pu-
diera resultar su utilizacion como catalizador industrial.
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