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RESUMEN

El interés por las lipasas microbianas ha crecido significativamente debido a
su accidn catalitica en la hidrdlisis de aceites y grasas, los cuales constituyen
contaminantes de las aguas residuales de diferentes procesos industriales. El
presente trabajo tuvo como objetivo evaluar la produccion de lipasas y el
efecto de diferentes factores (tiempo de incubacién, pH y temperatura)
sobre la actividad lipolitica en bacterias aisladas de efluentes lacteos. Se
utilizé el medio Agar-Tween 80 para el aislamiento bacteriano, en la
determinacion de la actividad lipolitica y en la seleccién de los aislados
promisorios. Se evaluo la cinética de produccion de las lipasas de 24 a 120 h,
asi como la influencia del pH inicial en el medio (6,5; 7,5; 8,5) y de la
temperatura de incubacion (27°C, 37°C, 47°C). Los resultados indicaron que
los efluentes ricos en contaminantes lipidicos constituyen fuentes
adecuadas para aislar los microorganismos de interés. El 16 % de los aislados
produjeron lipasas e incrementaron su actividad lipolitica en el tiempo. El pH
y la temperatura influyeron en la actividad enzimatica y los valores de estos
factores ambientales, que favorecieron el incremento de la produccién de la
enzima, dependieron del tipo de microorganismos y del tiempo de
incubacién. El 36,4 % de los aislados positivos pudieran ser aplicados en el
tratamiento de residuos contaminados con grasas, debido a su actividad
lipolitica.
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ABSTRACT

Interest to microbial lipases has grown significantly due to their catalytic ac-
tion in the hydrolysis of oils and fats, which are pollutants in the effluents of
different industrials processes. The main goal of this work was to evaluate
the lipase and the effect of different factors (incubation time, medium pH,
temperature) on lipolytic activity in bacterial isolated from lactic effluents.
Tween-80 Agar medium was utilized for the bacterial isolation, in the deter-
mination of the enzymatic activity and in the selection of the promissory iso-
lates. The kinetic of lipase production, the influence of initial medium pH
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(6.5, 7.5, 8.5) and the incubation temperature (27°C; 37°C; 47°C) were determined from 24 to 120 h. The results
demonstrated that the effluents with high level of lipid pollutions are a convenient source to find microorganisms
with potentialities in the lipase production. The 16 % of the bacterial isolates showed positive reaction to the en-
zyme production and increased their lipolytic activity during the incubation time. The pH and the temperature had
an effect on the enzymatic activity, the optimal values of these factors in the production of the enzyme, depended
of the type of microorganisms and their kinetics production. The 36.4 % of positive bacteria could be employed in
the wastewaters treatment containing oil, due to their lipolytic activity.

Keywords: lipases, lipolytic activity, bacteria

INTRODUCCION

Los residuos lacteos se caracterizan por presentar
niveles elevados de aceites y grasas que tienen un
bajo coeficiente de biodegradabilidad (Prasad y Man-
junath, 2011), cuyo vertimiento en suelos y aguas
provoca la contaminacién y el deterioro de estos eco-
sistemas. Estos contaminantes lipidicos en aguas su-
perficiales pueden formar peliculas que provocan
condiciones de bajas tensiones de oxigenos e incluso
andxicas que afectan la biota acuatica (Cipinyte et al.,
2009). Ademas, constituyen componentes atrayentes
de plagas con consecuencias para la salud publica
(Chin et al., 2010).

Actualmente, la aplicacion de tratamientos
convencionales a efluentes residuales para la
biodegradacion de lipidos es insuficiente, debido a las
caracteristicas hidrofébicas de estos contaminantes
que mantiene restringida su eliminacion (Saranya et
al., 2014). Una alternativa biotecnoldgica para mitigar
los impactos negativos asociados a la contaminacion
por aceites y grasas, constituye la tecnologia de hi-
drdlisis enzimatica, especialmente la relacionada con
las lipasas microbianas (Liu et al., 2012).

Las enzimas lipasas catalizan la hidrdlisis de los
triacilglicéridos insolubles (grasas y aceites) para
generar acidos grasos libres y glicerol (Ferreira-Dias et
al., 2013) y tienen amplia especificidad por el sustrato
(Spohner et al., 2015). Estas caracteristicas las con-
vierte en agentes eficientes para disminuir la concen-
tracién de lipido presentes en aguas residuales (Dors
et al., 2013). Los microorganismos constituyen una
fuente renovable de enzimas lipasas en cantidades
abundantes, con estabilidad y actividades cataliticas
diversas en corto tiempo (Navarro-Gonzalez y Peria-
go, 2012; Lee et al., 2013).

La produccidn de lipasas microbianas depende de
factores ambientales, tales como temperatura, pH,
sales minerales, fuentes de carbono, nitrégeno y de

oxigeno, asi como del tipo de microorganismo. Entre
los géneros bacterianos con actividad lipolitica se
encuentran Pseudomonas, Bacillus, Rhodococcus,
Staphylococcus y Enterobacter (Aceves y Castafieda,
2012; Facchin et al., 2013).

La demanda de biotecnologias especificas y limpias
para la hidrdlisis de compuestos lipidicos es alta, por
lo que la busqueda de lipasas microbianas para
hidrolizar compuestos complejos como las grasas
constituye una necesidad. Como precedente a la
aplicacion de estas estrategias biotecnoldgicas, una
significativa atencién lo ha merecido el aislamiento y
caracterizacion de aislados microbianos con actividad
lipolitica. Consecuentemente, el presente trabajo
tiene como objetivo evaluar la produccién de lipasas
y el efecto de diferentes factores (tiempo de
incubacién, pH y temperatura) sobre la actividad
lipolitica en bacterias aisladas de efluentes lacteos.

MATERIALES Y METODOS

Aislamiento bacteriano

A partir de trampas colectoras de los efluentes de la
Fabrica de Helados Coppelia, ubicada en la avenida
Independencia, municipio Boyeros, La Habana, Cuba.
Se colectaron muestras en recipientes de 10 L, que se
introdujeron a una profundidad de aproximadamente
50 cm. El tipo de muestra colectada por trampa fue el
siguiente: Trampa |- agua, Trampa |l y Trampa llI-
agua y sedimento-grasa. Las muestras fueron homo-
genizadas y diluidas en solucién fisioldgica desde 107*-
10™. De cada dilucion se inocularon 100 pL,
diseminados con espatula de Drigalsky, en placas con
el medio de cultivo Agar-Tween 80 a pH 7,5 e
incubadas a 37°C por 48 h. Las colonias que crecieron
se caracterizaron morfoldgica y tintorialmente, a
través de tincion de Gram con la ayuda del
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microscopio dptico de campo claro y aumento de
1000 x. A todos los aislados se les comprobé la
pureza y fueron conservados en Agar nutriente a 4°C
en refrigeracién.

Evaluacion de la produccion de lipasas en los
aislados bacterianos

A partir de un crecimiento en Agar nutriente por 24 h
a 37°C, los aislados se inocularon por puncién en
placas Petri con el medio Agar-Tween 80 y se
incubaron a pH 7,5 y 37°C, a las 24 y 48 h. Se
determind el halo de hidrdlisis por el calculo del
diametro de la zona opaca alrededor de la colonia,
debido a la reaccién de precipitacion de los acidos
grasos libres con el CaCl, presente en el medio de
cultivo (Almeida y Augusto, 2012). Se seleccionaron
los aislados que presentaron halos de hidrdlisis >
1mm, como reaccidn positiva a la produccion de
lipasas (Silveira et al., 1999).

Determinacion del tiempo de incubacion en la
produccién de lipasa

El diametro del halo de hidrélisis formado alrededor
de las colonias se determind cada 24 h hasta 120 h.
Se seleccionaron los aislados que presentaron
actividad lipolitica con halos > a 5 mm (Goldbeck y
Filho, 2013), en al menos uno de los tiempos analiza-
dos. Las condiciones de pH y temperatura fueron
similares a las establecidas en el aislamiento bacte-
riano.

Efecto del pH sobre la actividad lipolitica

El efecto del pH sobre la producciéon de lipasas se
evalué en medio Agar-Tween 80 a diferentes pH
iniciales (6,5; 7,5 y 8,5), ajustado mediante el uso de
NaOH 1M o HCl 1M. Las placas se incubaron a 37°C
durante 120 h y cada 24 h se evaluo cualitativamente
la actividad enzimatica.

Efecto de la temperatura sobre la actividad lipolitica

Se inocularon los aislados seleccionados por puncién
en placas con Agar-Tween 80 a pH 7,5 y se incubaron
a diferentes temperaturas (27°C; 37°C y 47°C). Se
midié el halo de precipitacién para la determinacion
cualitativa de la actividad enzimatica cada 24 h hasta
120 h.

Analisis estadisticos

Se aplicd ANOVA de clasificacion simple a los datos
obtenidos (diametro de halos de hidrdlisis en mm) en
los experimentos del efecto del pH y la temperatura,
para cada tiempo analizado por microorganismo.

MARIA ELENA CARBALLO VALDES ETAL.

Para la determinacién de la significacién estadistica
de los resultados se aplicé la prueba de Tukey a
posteriori, mediante la comparacion de medias con
un nivel de significacion de p < 0,05. Todos los
experimentos se realizaron por triplicado. Para el
procesamiento estadistico de los datos se empled el
programa estadistico Statistica versién 6.1 para
Windows.

RESULTADOS

Caracterizacion morfo-tintorial de los aislados
bacterianos

La Fig. 1 muestra el porcentaje correspondiente a
cada morfologia celular en relacién con la respuesta a
la tincidon de Gram de las 68 colonias que crecieron a
partir del aislamiento microbiano. Entre todos los
aislados predominaron las bacterias Gram positivas
(91,17 %), representadas en tres grupos morfoldgicos
diferentes, y en general resultaron mayoria las que
exhibieron una morfologia bacilar (93,54 %).

Determinacion de la actividad lipasa en los aislados
bacterianos

De los 68 aislados bacterianos, 11 (16 %) formaron
halos de hidrélisis del sustrato > 1 mm de didmetro
hasta las 48 h de incubacién. El diametro de estos
halos, alrededor de las colonias, permitié clasificar a
estas bacterias como positiva a la produccion de
enzimas lipasas. Estos resultados, asi como la
caracterizaciéon morfo-tintorial de cada aislado
seleccionado, se muestran en la Tabla 1.

5,88%

2,94% __ 2.94%

2,94% \

85,29%

OBacilos Gram positivos
OBacilos Gram negativos
OCoco Gram positivos
mCocobacilos Gram positivos
B Cocobacilos Gram negativos

Figura 1. Caracterizacion morfolégica y tintorial de los
aislados bacterianos procedentes de efluentes de productos
lacteos.

Figure 1. Morphological and Gram stain characterization of
bacterial isolated from dairy product effluents.
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Tabla 1. Aislados bacterianos seleccionadas por su actividad lipolitica en medio Agar-Tween 80.

Table 1. Bacterial isolates selected by their lipolytic activity on Tween-80 Agar medium

Aislados  Halo de hidrolisis Respuesta a la Tincién
lipoliticos  (didmetro en mm)  Morfologia de Gram
24h 48h

DT1-1 1 3 Bacilar Gram positiva
DT1-17 1 3 Bacilar Gram positiva
DT1-21 2 4 Bacilar Gram positiva
DT1-23 1 4 Bacilar Gram positiva
DT1-24 1 1 Cocobacilo Gram negativa
DT1-25 3 5 Bacilar Gram positiva
DT2-H 2 8 Bacilar Gram positiva
DT2-J 1 2 Bacilar Gram negativa
DT3-3 1 1 Bacilar Gram positiva
DT3-5E 1 2 Bacilar Gram positiva
DT3-17 1 1 Bacilar Gram positiva

DT1- Bacterias aisladas de la trampa de grasa |, DT2- bacterias aisladas de la trampa de grasa I, DT3-

bacterias aisladas de la trampa de grasa lll.

DT1-bacterial isolated from fat trap |, DT2- bacterial isolated from fat trap I, DT3 bacterial isolated from

fat trap Ill.

Influencia del tiempo de incubacién en la produccion
de lipasas

La influencia del tiempo de incubacién en Ia
produccidn de la enzima se determiné en ocho de los
aislados bacterianas, siguiendo como criterio de
seleccidn el incremento en el diametro de hidrdlisis
del sustrato entre 24 y 48 h (datos presentados en la
Tabla 1). En la Fig. 2 se observa que la actividad lipasa
aumenté hasta las 72 h, comportamiento que
posteriormente tienden a estabilizarse o a manifestar
ligeros aumentos. Ademas, que los aislados DT1-1,
DT1-21, DT1-25, DT1-23, DT2-J y DT2-H alcanzaron
halos de hidrdlisis en el medio Agar Tween 80 > 5 mm
durante las 120 h de incubacién, lo que sustento su
seleccion, segun criterio de Goldbeck y Filho en el
2013.

Influencia del pH en la produccién de lipasas

La variacion del pH inicial en el medio de cultivo
influyd sobre la actividad lipolitica. El analisis
estadistico aplicado a los diametros de halos de
hidrolisis (Fig. 3) muestra el efecto de este factor
abidtico en cada uno de los tiempos de produccién de
las enzimas, con excepcion del aislado DT1-21 a las 72
h de incubacién (gréfico B). El pH 8,5 resultd mas
significativo en los aislados DT1-25, DT2-H, DT1-1 y
DT1-23, en correspondencia con la mayor actividad
lipolitica, la que a su vez no mostrd diferencias

significativas con la detectada a pH 7,5 para los dos
ultimos aislados a las 120 y 72 h de produccién de las
lipasas. Un comportamiento diferente se pudo
observar en la cepa DT2-J que alcanzé la mayor
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Figura 2. Produccién de lipasas bacterianas a diferentes
tiempos de incubacion. Medio con pH inicial-7,5 y
temperatura de incubacion-37°C. Barras de error
representan desviacion estandar de tres repeticiones por
tiempo para cada microorganismo (n=3).

Figure 2. Bacterial lipases production at different incubation
times. Culture medium with initial pH-7.5 and incubation
temperature-37° C. Error bars represent the standard devia-
tion of three repetition by time, for each microorganisms
(n=3).
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Figura 3. Produccion de lipasas bacterianas a diferentes pH iniciales en el medio de cultivo. Temperatura de incubacion-37°C.
(A)- aislado DT1-1, (B)- aislado DT1-21, (C)-aislado DT1-23, (D)-aislado DT1-25, (E)-aislado DT2-H, (F)-aislado-DT2-J. Barras
de error representan desviacién estandar de tres repeticiones por tiempo para cada pH (n=3). Se aplic6 ANOVA de
clasificacién simple para cada tiempo analizado por microorganismo. Letras diferentes indican diferencias significativas entre
los diametros de halos de hidrélisis de los diferentes pH para p < 0,05, segun la prueba estadistica Tukey a posteriori.

Figure 3. Bacterial lipase production at different pH in the culture medium. Incubation temperature- 37° C. (A)-isolate DT1-1,
(B)- isolate DT1-21, (C)- isolate DT1-23, (D)- isolate DT1-25, (E)- isolate DT2-H, (F)- isolate DT2-J. Error bars represent stand-
ard deviation of three samples by time, for each pH (n=3). ANOVA test of simple classification was applied for each time exam-
ined by microorganism. Different letters indicate significant differences between the diameters of hydrolysis halos at different

pH (p < 0.05, statistical test Tukey a posteriori).

produccion de la enzima a pH 7,5, actividad enzimatica
gue fue inhibida en medio alcalino.

Influencia de la temperatura en la produccion de
lipasas

La actividad lipolitica de los microorganismos a
diferentes temperaturas se indica en la Fig. 4, donde
se muestra que los mayores didmetros de los halos
(media de tres réplicas) se alcanza a las temperaturas
de 27 0 37°C en los seis aislados bacterianos, los cuales
difieren estadisticamente del resto. Se destaca que el
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efecto de este parametro sobre la produccién de la
enzima varié en funcién del tiempo en los aislados
DT;-1, DT:-23 y DT,-J, mientras que una mayor
estabilidad en la actividad lipolitica se logra en los
aislados DT;-21, DT,-H y DT;-25, a partir de las 48, 72 y
96 h de produccién de las lipasas, respectivamente. El
grafico C, correspondiente al aislado DT1-23 evidencio
que a 27°C no se produjo actividad lipolitica. Ademas,
con excepcion de este aislado a las 96 h, la capacidad
lipolitica en todas los aislados fue menor o nula a 47°C,
resultados confirmados por los analisis estadisticos.
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Figura 4. Produccion de lipasas bacterianas a diferentes temperaturas. Medio de cultivo con pH inicial 7,5. (A)-aislado DT1-1,
(B)-aislado DT1-21, (C)- aislado DT1-23, (D)- aislado DT1-25, (E)- aislado DT2-H, (F)- aislado -DT2-J. Barras de error
representan desviacion estandar de tres repeticiones por tiempo para cada temperatura (n=3). Se aplicd ANOVA de
clasificacion simple para cada tiempo analizado por microorganismo. Letras diferentes indican diferencias significativas entre
los diametros de halos de las diferentes temperaturas para p < 0,05, segun la prueba estadistica Tukey a posteriori.

Figure 4. Bacterial lipases production at different temperatures. Culture medium with initial pH-7.5 (A)-isolate DT1-1, (B)-
isolate DT1-21, (C)- isolate DT1-23, (D)- isolate DT1-25, (E)- isolate DT2-H, (F)- isolate DT2-J. Error bars represent standard
deviation of three samples by time, for each temperature (n=3). ANOVA test of simple classification, for each time by microor-
ganisms, was applied. Different letters indicate significant differences between the halos' diameters at different temperatures (p

< 0.05, statistical test Tukey a posteriori).

DISCUSION

Las diferentes morfologias celulares detectadas indi-
can la diversidad microbiana presente en los efluentes
lacteos, los que contienen materia organica e inorgani-
ca, nutrientes que propician que sean habitats favora-
bles para la proliferacion de microorganismos. La pre-
sencia de bacterias heterdtrofas en aguas residuales
ha estado bien sustentado en la literatura (Eze y
Okpokwasili, 2010; Omiema et al., 2012).

El tamizaje primario evidencia la presencia, en las
bacterias seleccionadas, de sistemas enzimaticos para
la degradacion de compuestos lipidicos. Ademas, este
permitid constatar que los residuos de la industria
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lactea, constituyen un habitat favorable para el
aislamiento de microorganismos productores de
enzimas lipasas. Trabajos previos han informado de la
efectividad de los residuales de producciones de
aceites vegetales como fuente de aislamiento de
microorganismos lipoliticos (Prasad y Manjunath,
2011, 2012; Veerapagu et al., 2013). Las diferencias en
el diametro de halo de hidrdlisis del sustrato (Tabla 1)
pueden estar relacionadas con la cantidad de lipasa
extracelular, con la estabilidad de la enzima y su afini-
dad por el sustrato, o con la combinacién de dos o
mas de estos factores (Cardenas et al., 2001; Goldbeck
y Filho, 2013), los que a su vez dependen del tipo de
cepa bacteriana.
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El comportamiento cinético de
microbiana de lipasas puede ser debido a Ia
estabilidad de las enzimas, aun cuando |la
concentracion de Tween 80 en el medio de cultivo
pudiera constituir un factor limitante para el
crecimiento celular. Anteriormente se planted que la
actividad metabdlica bacteriana ante un sustrato
lipidico en tiempos prolongados de incubacién,
constituye una alternativa de supervivencia celular
(Nagarajan et al., 2014). Sin embargo, investigaciones
realizadas con Acinetobacter sp., Bacillus sp. y Pseudo-
monas sp. mostraron que la actividad lipolitica tiende
a disminuir en el tiempo, debido al agotamiento de la
fuente de carbono (Tembhurkar et al., 2012). Las dife-
rencias de los microorganismos en cuanto a la sintesis
y excrecion de las enzimas lipasas, pueden ser funda-
mentadas por causas tales como la propia especie o
cepa microbiana, las caracteristicas del cultivo y de su
crecimiento (Almeida y Augusto, 2012), asi como por
el tipo de inductor enzimatico utilizado (Hasan-
Beikdashti et al., 2012).

La capacidad de los aislados bacterianos de producir
lipasas a los tres valores de pH ensayados es
coincidente con otras investigaciones que refieren la
produccién de enzimas lipoliticas por diferentes
especies microbianas, en un rango de pH de 4 a 11
(Ghosh et al., 1996). La sintesis y excrecion de estas
enzimas a pH acidos se ha demostrado en Aeromonas
sobria, cultivada en un medio con leche cruda a pH 6,0
(Lotrakul y Dharmsthi, 1997), en Rhodococcus sp. a pH
5,0, valor que le permitié alcanzar el 96,6 % de la acti-
vidad enzimatica (Nagarajan et al., 2014), asi como en
Bacillus pumilus y Bacillus subtilis, bacterias que pre-
sentaron una maxima actividad lipolitica a pH 1,0
(Saranya et al., 2014). Otros autores han determinado
que el valor de pH 7,0 favorece la actividad lipolitica en
diferentes bacterias (Prasad y Manjunath, 2012). In-
vestigaciones posteriores, indicaron que el pH neutro
resultdé dptimo para la sintesis de la enzima por Pseu-
domonas gessardii, la que disminuyd su produccion a
valores de pH superiores (Veerapagu et al., 2013). La
preferencia por el pH alcalino (8,5) en varias de las
aislados bacterianos, pudiera estar relacionado con la
induccion que este potencial de hidrégeno ejerce so-
bre la secrecidn de lipasas para la degradacién del sus-
trato lipolitico y garantizar la energia metabdlica nece-
saria para la proliferacion celular, si se tiene en cuenta
que el pH del residual utilizado para el aislamiento
presentd un valor promedio de este parametro de 6,1.
En trabajos previos se comprobé en diferentes bacte-
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rias, procedentes de ambientes naturales, actividad
lipasa a valores de pH alcalino. Entre las mismas se
destaco una cepa de Bacillus, que presenté la mayor
actividad de la enzima a pH 8,0. Este valor de pH resul-
t6 efectivo para la maxima actividad de sintesis y ex-
crecidon de enzimas lipoliticas en Pseudomonas spp.,
aisladas de sedimentos de aguas residuales
(Kathiravan et al., 2012) y en particular de efluentes
contaminados con aceites (Reyhameh et al., 2013).

Las variaciones en la hidrdlisis del sustrato,
ocasionadas por la temperatura van a depender de las
caracteristicas intrinsecas de cada microorganismo, de
la accién de este factor sobre la secrecidn de enzimas
extracelulares, al poder cambiar las propiedades fisicas
de la membrana celular (Veerapagu et al., 2013).
Ademas, este factor puede influir sobre el estado fisico
del sustrato y consecuentemente en la especificidad
enzima-sustrato. La ausencia de actividad lipolitica
detectada a 47°C en los aislados DT1-21, DT1-25 y DT2
-J, puede ser explicada por la ausencia de crecimiento
celular a consecuencia, posiblemente, de la accién de
esta temperatura sobre los procesos de nutricidn y
metabdlicos. Otras investigaciones refieren que las
lipasas microbianas son producidas en un rango
amplio de temperatura, que comprenden valores
adecuados para el crecimiento celular y la mdaxima
produccidn de la enzima (Tembhurkar et al., 2012).

El tamizaje de bacterias de efluentes contaminados
con grasas, constituye una via simple para la seleccion
de bacterias productoras de enzimas lipasas con
capacidad de hidrolizar carbonos lipidicos. Estos
microorganismos constituyen fuentes renovables
promisorias para su uso en la biorremediacién de
residuales lacteos. El ajuste de factores como el pHy la
temperatura determina las mejores condiciones
ambientales para la actividad lipolitica microbiana y
propicia incrementos en la produccion de lipasas,
dependiendo de la cepa bacteriana y de la cinética de
produccion.
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