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Introduccion. El biodiesel son ésteres monoalquilicos
gue a nivel industrial se obtienen a partir de la reaccién
de transesterificacion de aceites vegetales y/o grasas
animales por catalisis alcalina con NaOH. Sin embargo el
proceso enzimatico puede presentar ciertas ventajas
sobre el proceso quimico y las lipasas son el
biocatalizador por medio de las cuales también se puede
obtener este bioenergético(”. De ahi del interés por la
basqueda de microorganismos productores de lipasas
con alta actividad catalitica para la produccion de
biodiesel.

El objetivo de este trabajo fue aislar y seleccionar
microorganismos productores de lipasas con alta
actividad lipolitica a partir de muestras de suelos para su
aplicacion en la produccion de Biodiesel

Metodologia. Se usaron dos medios liquidos: el primero
fue un medio mineral (MM) preparado con 7.5 g/L de
(NH4)2S0Oy4, 8 g/L de KH,PO,, 3 g/L de MgSO,, 0.5 g/L de
ZnS0Oy, 0.15 g/L de EDTA, 3 mg/L de MnCl,, 5 mg/L de
CuS04, 5 mg/L CoCl,, 5 mg/L de Na,MoO,, 30 mg/L
CacCl,, 30 mg/L de FeSO,, 3 g/L de extracto de levadura
y 8 g/L de caldo nutritivo; el segundo medio fue caldo
nutritivo (CN) 8 g/L mas 8 g/L de NaCl. A ambos medios
se adicion6 el 1% p/v de aceite de desecho a tres
diferentes pH (5, 7 y 9). Los medios se inocularon con
tres muestras de suelos provenientes de sitios en los
cuales habia aceite vegetal. Se acondicionaron a 30°C y
100 rpm. El aislamiento y purificacion se realiz6 a partir
de estos cultivos con diluciones para sembrar en placa
en los medios MM y CN, y el MM adicionado con
sacarosa (MMS), todos los medios sélidos contenian
0.001% g;:)/v) de Rodamina B y 1% p/v de aceite de
desecho®. La evaluacién cualitativa de la actividad
lipolitica se hizo con la observacion bajo luz UV de estas
placas a diferentes tiempos de incubacion.
Posteriormente se les practico tinciones de Gram para
verificar su correcto aislamiento.

Resultados y discusion. El aislamiento y purificacién de
microorganismos productores de lipasas se realizd
basandose en el crecimiento y la actividad de lipasas
bajo luz UV (Fig. 1). La Rodamina B fluoresce bajo luz
UV, pero en presencia de actividad lipolitica en el medio,
se pierde la fluorescencia debido a la formacion de un
complejo con la Rodamina B vy acidos grasos,
observandose como zonas oscuras (Fig. 1 y 2).

Adicionalmente se comparé la morfologia colonial de los
microorganismos para reducir la cantidad de los mismos.
Posteriormente se comprobd por tincion de Gram su
pureza, de esta manera se obtuvieron 32 bacterias Gram
negativas que presentan actividad de lipasas elevadas.
Las cepas aisladas fueron: a pH 7, nueve en MM, 9 en
MMS y 5 en CN; para pH 5, cuatroen MMy 3 en CN y
por ultimo para pH 9 fueron sélo 2 en MMS.
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Fig. 1. Comparacion de placas sembradas a partir de muestras
de los medios de acondicionamiento.

Tiempo (horas)
0 12 24 30

Fig. 2. Comparaciénde placas bajo luz UV a diferentes tiemos
de incubacion. (a) microorganismo productor de lipasas y (b)
microorganismo sin presencia de actividad de lipasas.

Conclusiones. La metodologia utilizada para aislar y
seleccionar microorganismos con actividad lipolitica fue
adecuada, pues se lograron aislar 32 bacterias Gram
negativas a partir de 3 muestras de suelos. Estas cepas
seran evaluadas para cuantificar su capacidad de
transesterificacion de aceites y grasas para la produccion
de biodiesel.
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