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RESUMEN

La exploracion de soluciones para resolver problemas de energia lleva a la busqueda de alternativas para la produccion de
biocombustibles que no produzcan impactos negativos alambiente. Eluso de microrganismos delsuelo capaces de derivar
biocombustibles a través de la produccion de lipasas especialmente hongos es una valiosa alternativa. Se recolectaron
muestras de suelo en diferentes localidades del estado de Chiapas, México para detectar e identificar morfolodgica y
molecularmente a hongos productores de lipasas. Se determinaron los géneros Penicillium y Aspergillus, donde el
primero presentd conidios en estructura ramificada, fialides y conidios globosos u ovoides, seguido de Aspergillus niger,
en el que se observaron conidioforos verticales, simples, con terminaciones globosas, fialides y conidios unicelulares.
Molecularmente se identificaron los hongos Aspergillus niger, Penicillium griseofulvum, A. oryzae, P. janthinellum y P.
verrucosum, y asociados a produccion lipolitica, aunque no se realizaron evaluaciones de su capacidad de producir las

enzimas bajo diferentes sistemas de fermentacion.
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ABSTRACT

The exploration of solutions to solve energy problems leads to the search for alternatives for the production of biofuels
that do not have negative impacts on the environment. The use of soil microorganisms capable of deriving biofuels
through lipase production, especially fungi, is a valuable alternative. Soil samples were collected in different localities of
the state of Chiapas, México, to detect and identify morphologically and molecularly lipase

producing fungi. The genera Penicillium and Aspergillus were determined, where the first

presented conidia in ramified structure, phialides, and globular and ovoid conidia,
followed by Aspergillus niger where vertical, simple conidiophores, with globular
endings, phialides and unicellular conidia were observed. Molecularly, the
fungi Aspergillus niger, Penicillium griseofulvum, A. oryzae, P. janthinellum
and P. verrucosum were identified, and associated to lipolytic production,
although no evaluations were carried out of their capacity for producing

the enzymes under different fermentation systems.
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INTRODUCCION
|l mundo comienza a dis-
minuir la dependencia de
combustibles fosiles con el
impulso al uso de energias
renovables; esto ha fomentado el
desarrollo de tecnologia para el
campo energético y aprovecha-
miento sustentable de recursos na-
turales (PND, 2013). El crecimiento
economico de México sigue estre-
chamente vinculado a la emision
de compuestos de efecto inverna-
dero, generacion excesiva de resi-
duos solidos, contaminantes a la
atmosfera, aguas residuales no tra-
tadas, y pérdida de bosques y sel-
vas. En este contexto, el biodiesel
producido a traveés de cultivos ricos
en aceite representa una opcion
para sustituir a los combustibles de
origen fosil (Alvarez et al., 2007). Se
estima que el biodiesel derivado
de los cultivos oleaginosos, de las
grasas animales y aceites comes-
tibles reciclados sera insuficiente
para satisfacer las demandas del
transporte. Por lo anterior, es re-
comendable contar con diversas
fuentes de aceites para una pro-
duccion sustentable de biodiesel,
a fin de abastecer la necesidad de
los biocombustibles (Alvarez et al.,
2007). Las fuentes de aceites para
la produccion de biodiesel pue-
den ser vegetales, animales, acei-
tes reciclados y microrganismos,
aunque no todos son de buena
calidad para la produccion de bio-
combustibles, pues la calidad del
mismo depende de la composi-
cion de los acidos grasos que com-
ponen los aceites (Martinez et al.,
2011a; Martinez et al, 2011b). Uno
de los métodos de produccion de
biodiesel promisorios surgido re-
cientemente es el uso de microor-
ganismos como fuente de produc-
cion de aceites para la posterior
transformacion en biodiesel. El uso

de hongos como fuentes de aceites para la produccion de biodiesel esta
siendo explorado, actualmente en México, partiendo de microorganismos
que poseen la capacidad de producir y acumular grandes cantidades de
aceites a partir de diversas fuentes de carbono, tales como los azucares,
sales organicas, hidrocarburos, entre otras. Las lipasas (triacilglicerol acil-
hidrolasas) poseen la capacidad de hidrolizar triglicéridos (Schmid y Ver-
ger, 1998); pueden ser de origen bacteriano, fungico, pancreatico, hepa-
tico y gastrico, y actualmente tienen diversos usos y aplicaciones, pues
poseen potencial como catalizadores en medios organicos (Pandey et al.,
1999), son usadas también como catalizadores en hidrolisis de aceites y
grasas para producir acidos grasos y glicerol nivel industrial, mostrando
mejores propiedades en olor, color y sabor en los productos de la indus-
tria alimentaria como quesos y mantequilla, y reduccion en los costos de
produccion. De la misma forma, son utilizadas como catalizadores en la
formacion de esteres a partir de alcoholes y acidos grasos, de los cuales
se obtienen mayores rendimientos en la reaccion. Son ocupados como
aditivos en los detergentes para degradar restos de sustratos lipidos que
puedan estar presentes en la ropa y se asocian con cultivos microbianos
en depositos para eliminar grasas en paredes de tuberias, en tratamientos
de aguas residuales, degradacion biologica de efluentes industriales como
frigorificos, mataderos, industrias lacteas y alimentarias (Lie y Molin, 1991;
Gandhi, 1997; Pandey et al., 1999). Otros usos incluyen los alimentos para
animales domeésticos, la industria farmacéutica, quimica fina, cosméticos,
oleoquimicos, cueros, pulpa de celulosa, papel, tratamiento de residuos
industriales y también en el area la produccion de biodiesel (De Castro
et al, 2004; Colla et al., 2010). Las lipasas pueden ser obtenidas de diver-
SO origen y su obtencion a través de procesos fermentativos de muchos
microorganismos, tales como hongos filamentosos, bacterias y levaduras
(Jaeger et al., 1994; Rapp y Backhaus, 1992). La gran mayoria de los hongos
presenta capacidad de producir lipasas (Cochrane, 1958; Trigiano y Fergus,
1979). Se ha reportado la disponibilidad comercial de lipasas derivadas de
34 diferentes microorganismos, incluyendo 18 a partir de hongos vy siete de
bacterias (Jaeger et al,, 1999). Algunos hongos reportados con capacidad
lipolitica son: Chromobacterium viscosum, Mortierella vinacea, M. alpine,
Rizophus chinensis, R. orizae, R. microspores, Saccharomyces cerevisiae,
Pytium debaryanu, Mucor circinelloides, Aspergillus ochraceus, A. terreus,
Malbranchea rouxii, Malbranchea mucedo, Malbranchea anmaniana,
Malbranchea isabellina, Penicillium iilacinum, Hensemulo, Cladosporium,
Chaetomium, Malbranchea, Yarrowia lipolitica (Ratledge, 1989, 2002;
Hannson et al., 1989; Certik et al., 1993; Hiruta et al., 1997; Corzo y Reva,
1999; Dominguez et al., 2003; Seraphim et al,, 2004; Shah et al., 2004; Pé-
rez, 2012; Zago et al,, 2014). Actualmente las lipasas son estudiadas para la
produccion de biocombustibles, los cuales pueden ser alternativos al diésel
del petroleo y a partir de aceites vegetales (Fukuda et al,, 2001; Goodrum
y Eiteman, 1996). La produccion de aceites a partir de microorganismos
parece ser una alternativa promisoria para la produccion de materia prima
para la produccion de biodiesel, considerando la rapidez de crecimiento
de microorganismos y la disponibilidad de suelos y condiciones climaticas
en comparacion con algunos cultivos agricolas. Lo anterior podria apoyar
a resolver problemas ambientales, sociales y econdmicos. Con base en lo
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anterior, se realizd una recolecta de microorganismos li-
politicos del suelo para su identificacion morfologica y
molecular, susceptibles de incluir en proyectos futuros
relacionados con produccion de aceites.

MATERIALES Y METODOS

Se recolectaron 396 muestras de
suelo de once municipios y cua-
tro localidades de Chiapas, Méxi-
co. Las cepas de hongos encon-
tradas fueron en los municipios
de Villaflores, Chiapa de Corzo,
Tonalad, Escuintla, Tapachula, vy
Tuxtla Chico. Se realizaron prue-
bas preliminares para seleccionar
cepas con potencial de producir
lipasas, agregando aceite mine-
ral esterilizado al medio de cul-
tivo nutritivo, y se incubo por 16
horas a 30 °C, y poder observar
la formacion de halo oscuro por
medio de luz ultravioleta (Re-
yes et al,, 2014). Los hongos con
capacidad lipolitica se aislaron
en medio PDA; las colonias de-
sarrolladas se purificaron por el
metodo de puntas de hifas. Para
la identificacion morfologica se
hicieron montajes temporales
y permanentes, y mediante mi-
Croscopio compuesto se obser-
varon estructuras caracteristicas
del género o especie, y con cla-
ves taxonomicas y referencias bi-
bliogréficas se determind a nivel
de género (Agrios, 2006). Para la
identificacion molecular, las ce-
pas seleccionadas se transfirieron
a medio liquido Papa-Dextrosa,
manteniéndose en agitacion por
48 h; se recolecto el micelio y se
realizd extraccion de ADN por el
método de Dellaporta (Dellapor-
ta et al, 1983). Se utilizd la técnica de la reaccion en ca-
dena polimerasa (PCR), utilizando los iniciadores ITS1/
ITS4, el kit de QIAGEN Top Tag Master mix y un temoci-
clador Techne (TC-412). Las condiciones para PCR fue-
ron: tres minutos de desnaturalizacion inicial a 94 °C,
seguido por 30 ciclos de desnaturalizacion a 94 °C por
30 segundos, alineacion a 50 °C por 30 segundos, y

Figural Asp

vo PDA, b: Ct

fructifero (40X)
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extension a 72 °C por un minuto, y una etapa de exten-
sion final por 10 minutos (White, 1990). Los fragmentos
amplificados se visualizaron mediante gel de agarosa en
TAE al 0.8 %, tefiidos con GelRed™. El fragmento de
ADN amplificado se envid a Macrogen para su secuen-
ciacion. Las secuencias obtenidas se compararon con
una busqueda en la base de da-
tos del banco de genes del NCBI
(National Center for Biotechnolo-
gy Information) mediante el algo-
ritmo BLAST (Zheng et al., 2000).

RESULTADOS Y DISCUSION
Los hongos identificados per-
tenecen al género Penicillium
spp. y Aspergillus spp. El primero
presentd micelio de color azul
pegado a medio de cultivo Papa
Dextrosa Agar (PDA), no algodo-
noso, esporulacion abundante,
regularmente conidios en estruc-
tura ramificada, fialides y conidios
globosos u ovoides (Figura 1).
Asperqillus niger presenta mice-
lio pegado a PDA, de coloracion
negra, aéreo, esporulacion abun-
dante, conidioforos verticales,
simples, con terminaciones glo-
bosas, fialides y conidios unice-
lulares (Figura 2). Aspergillus spp.
presenta micelio pegado a PDA,
de coloracion verde claro, aéreo
y esporulacion abundante. Coni-
dioforos verticales, simples, con
terminaciones globosas, fialides
y conidios unicelulares (Figura 3).

Para la identificacion molecular
se amplificd la banda esperada
(600pb), a partir de la cual se ob-
tuvieron las secuencias y se iden-
tificaron las siguientes especies
(Cuadro 1).

CONCLUSIONES

S identificaron  molecularmente los hongos
e Aspergillus  niger, Penicillium  griseofulvum,

Aspergillus oryzae, Penicillium janthinellum y Penicillium

verrucosum, asociados a produccion de lipasas, y se

continua investigando para determinar su capacidad



lipolitica, asi como su evaluacion
bajo diferentes sistemas de fer-
mentacion.
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