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Resumen
 
En este trabajo se llevó a cabo el aislamiento e identificación morfológica de 9 cepas de hongos 
filamentosos endógenos de la pasta de Jatropha curcas (variedades tóxica y no tóxica); los cuales, 
fueron cultivados individualmente por fermentación en medio sólido (FMS) en pasta de Jatropha tóxica, 
con la finalidad de evaluar su potencial de síntesis de lipasas. Ensayos zimográficos realizados revelaron 
la capacidad de síntesis de carboxil éster hidrolasas de todas las cepas cultivadas en este sistema, 
observándose al menos dos bandas de actividad enzimática en cada extracto. La cuantificación de la 
actividad lipasa presente en los cultivos reveló que, en general, las cepas aisladas de la Jatropha tóxica 
mostraron mejor adaptación a este residuo, logrando las mayores producciones de dicha enzima. 
Destacando la actividad obtenida del fermento con la cepa JT2 (identificada molecularmente como 
Aspergillus sp.), que fue de 2 U/g de materia seca al emplear con p-nitrofenil palmitato (pNPP) como 
sustrato. Los resultados obtenidos sugieren que los hongos aislados de la pasta de Jatropha tóxica 
pueden ser empleados para la producción de lipasas en la misma pasta, evidenciando que los hongos 
filamentosos endógenos de la variedad tóxica están adaptados a crecer y producir mayor actividad 
carboxil éster hidrolasa en este residuo. 

 
Introducción 
 
Jatropha curcas es una planta de la familia Euphorbiaceae. Se considera que es nativa de México y 
Centroamérica, donde su cultivo se extendió hacia África y Asia. La popularidad de esta planta va en 
ascenso debido al uso versátil de su cosecha, al empleo de tecnología simple y a la modesta inversión de 
capital que requiere [1]. La importancia industrial de Jatropha curcas reside en el contenido de aceite de 
sus semillas, convirtiéndola en fuente asequible de biodiesel, lo cual es una práctica ordinaria en países 
como India, Tailandia y países del sureste de Asia [2]. Como subproducto de este proceso se generan 
grandes cantidades de pasta residual. El contenido de nutrientes de la pasta, en especial su alto 
porcentaje de proteínas en el que los aminoácidos esenciales se encuentran en cantidades similares a los 
de la harina de soya (a excepción de la lisina) sugiere su empleo como proteína en la formulación de 
dietas para animales para propósitos de producción [3]. Sin embargo, estudios realizados sobre la harina 
de J. curcas reportan la presencia de componentes antinutricionales [4] y tóxicos [5] que limita su 
utilización como alimento para animales. Esto es un factor de sumo cuidado en la variedad tóxica, 
denominada así por la presencia significativa de ésteres de forbol en las semillas, los cuales están en 
niveles muy bajos o nulos en la variedad no tóxica [6]. Diversos esfuerzos se han realizado para 
detoxificar la pasta residual de Jatropha curcas; se incluyen métodos físicos, químicos, enzimáticos o la 
combinación de ellos [2,7-11] que han obtenido una remoción importante de los compuestos. Sin 
embargo, se ha constatado que un método por sí solo no es capaz de obtener las características deseadas 
en la harina de J. curcas. Empleos alternativos de la pasta son necesarios en vías de prevenir la 
acumulación y mal uso del residuo.  
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La producción de enzimas mediante FMS a partir de residuos agroindustriales es un enfoque que ha 
ganado auge en las últimas décadas. Debido al gran contenido de lípidos remanentes presente en la pasta 
de Jatropha (10-15%), ésta ha sido empleada con anterioridad para la inducción y producción de lipasas 
y esterasas por fermentación en medio sólido empleando hongos de la podredumbre blanca, hongos 
filamentosos y Pseudomonas aeruginosa  [12-14] garantizando la disposición y efectividad de la pasta 
para la producción de lipasas y una concomitante reducción de los agentes antinutricionales y tóxicos. 
Las lipasas, clasificadas como carboxil éster hidrolasas (EC 3.1.1.3), son capaces de realizar reacciones 
de hidrólisis, interesterificación, esterificación, alcohólisis, acidólisis, aminólisis, etc., con aplicaciones 
biotecnológicas diversas [15]. Dentro de éstas, podemos mencionar la síntesis de biopolímeros, 
biodiesel, agroquímicos, cosméticos, productos alimenticios y la producción de enantiómeros puros en la 
industria farmacéutica, entre otros compuestos de alto valor. Un novedoso aspecto de las lipasas es su 
aplicación en el manejo de residuos. Debido a que la expresión de estas enzimas es inducible por la 
presencia de lípidos, los residuos de carácter oleoso son medios de cultivo oportunos para 
microorganismos que producen lipasas. Por lo tanto, la pasta que resulta de la extracción del aceite de 
las semillas de Jatropha curcas puede utilizarse como inductora de lipasas de microorganismos por 
FMS. Los hongos filamentosos han sido reconocidos en la literatura como excelentes productores de 
lipasas. En este sentido, el aislamiento de hongos filamentosos endógenos de la pasta de Jatropha, y su 
utilización en la producción de lipasas empleando el residuo como sustrato por FMS ofrecen una 
excelente oportunidad para el aprovechamiento de la pasta. La Fermentación en Medio Sólido (FMS) se 
define como el cultivo de microorganismos sobre sólidos húmedos, ya sea en soportes inertes o en 
sustratos insolubles [2]. El desarrollo de bioprocesos de remediación y detoxificación biológica de 
residuos agroindustriales ha sido el foco central de atención de la investigación en FMS en los últimos 
años. 
 
En el presente trabajo se estudió la presencia de hongos filamentosos endógenos de la pasta de Jatropha
curcas de las variedades tóxica y no tóxica con el fin de obtener cepas afines a la composición del 
residuo tóxico y evaluar la capacidad de adaptación de las cepas mediante la medición de la actividad 
lipasa, inducidas por el residual de lípidos presente en la pasta. Para cada cepa se realizó una 
identificación microscópica, macroscópica y molecular para identificar el género y/o especie; se 
compara la producción de lipasas entre los hongos endógenos de las pastas tóxica y no tóxica. Mediante 
un zimograma nos percatamos de la inducción de esterasas/lipasas en cada una de las cepas utilizando 
como medio de cultivo la el residuo tóxico de Jatropha. 
 

Metodología

Aislamiento y fermentación de las cepas por FMS. Se realizó una fermentación espontánea en un 
matraz Erlenmeyer de 1 L con 100 g de pasta de J. curcas con una humedad del 40%. La pasta se incubó 
a 37°C durante 5 días. Los hongos se aislaron mediante diluciones seriadas que se sembraron en cajas 
Petri con medio agar rosa de bengala-cloranfenicol a un pH de 7.2 y 37°C. Las colonias aisladas se 
resembraron en agar papa dextrosa (PDA).  
 
Identificación de las cepas aisladas. Se identificó el posible género de las cepas conforme a su 
morfología macroscópica y microscópica. La identificación molecular de las especies de hongos se 
realizó mediante técnicas de biología molecular (PCR-RFLP). Se amplificaron las regiones ITS (Internal 
Transcribed Spacer) del ADN ribosomal (ADNr) con los primers universales ITS1 e ITS4. Los 
fragmentos amplificados fueron digeridos con enzimas de restricción (AluI, HinfI, HaeII, HpaII) y los 
patrones únicos de bandas para cada especie se compararon con la base de datos del CIATEJ. Las 
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regiones ITS fueron secuenciadas y comparadas mediante un alineamiento múltiple BLAST con las 
reportadas en las bases de datos del GenBank. 
 
Ensayos de actividad enzimática. Para evaluar la producción de lipasas de cada cepa se preparó 
Jatropha tóxica en matraces de 125 mL con 15 g de materia seca y una humedad de 40%. Se inoculó 
con 3x107 esporas/g MS, y se cultivó a 40°C durante 48 h. La extracción de las lipasas se efectuó con 
buffer Tris 2.5 mM pH 7.5 con 0.5% de N-lauroilsarcosine (NLS). La medición de la actividad se realizó 
en microplaca empleando p-nitrofenil palmitato (pNPP) como sustrato, a 35°C. La velocidad de 
hidrólisis del sustrato se monitoreó a 410 nm. Una unidad (U) se definió como un mol de p-nitrofenol 
liberado por minuto.

Zimogramas. Se preparó un gel de poliacrilamida en condiciones nativas para evaluar el perfil de 
producción de lipasas/esterasas, y se inyectaron en cada carril los distintos extractos enzimáticos 
obtenidos. Los geles se sumergieron en una solución de sustrato, p-Nitrofenil butirato (p-NPB) al 0.25%, 
conteniendo rojo de fenol al 0.01% a pH 7.2, hasta detectar la aparición de bandas coloreadas de 
amarillo, indicando la presencia de la enzima. 

Resultados

De la pasta de Jatropha tóxica se lograron aislar 6 cepas fúngicas (Fig. 1). De acuerdo a la morfología 
macroscópica y microscópica de las cepas aisladas,  la cepa JT6 se identificó como un posible Rhizopus 
sp. y el resto se identificaron como posibles Aspergillus sp. En lo que respecta a la pasta de Jatropha no 
tóxica sólo se aislaron 3 cepas fúngicas, de las cuales JNT1 y JNT3 se identificaron como posibles 
Aspergillus sp. y la cepa JNT2 como posible Rhizopus sp. Estas asignaciones de género que se 
establecieron por la morfología coincidieron con los resultados del BLAST que se hizo con las 
secuencias de la región ITS amplificadas. La excepción de coincidencia corresponde a la cepa JT6 de la 
cual no se pudo constatar el género por vía molecular debido a una aparente degradación del ADN.  Los 
resultados del BLAST para cada cepa se agrupan en la Tabla 1 donde se puede observar que 
efectivamente la mayoría de las cepas pertenecen al género Aspergillus. Las especies que se postulan 
como candidatos para cada una de las cepas mostraron un 100% de identidad con la región ITS y 0% de 
brechas dentro de las secuencias analizadas. Los resultados que se obtuvieron por PCR-RFLP (datos no 
mostrados) no mostraron un resultado consistente con  el BLAST de las regiones ITS secuenciadas, lo 
que podría deberse en gran parte a que la base de datos de CIATEJ en donde pudimos comparar los 
patrones de bandeo, no es lo suficiente robusta.  
 

Tabla 1. BLAST de la secuencia de la región ITS de los hongos aislados con secuencias reportadas
Hongo aislado Posible especie ID Secuencia  

JT1 
1. Aspergillus variecolor
2. Emericella nidulans  

gb|HQ674656.1| 
gb|HQ674655.1| 

JT2, JT3, JT4 y JNT3 

1. Aspergillus oryzae  
2. Aspergillus flavus 
3. Aspergillus parvisclerotigenus 

gb|KC466529.1| 
gb|JX292092.1| 
gb|KC964102.1| 

JT5 y JNT1 1. Aspergillus fumigatus gb|JX501382.1| 

JNT2 
1. Rhizopus oryzae 
2. Rhizopus arrhizus 

gb|AY803931.1| 
gb|AF543520.1| 
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En la Figura 2 se muestra la actividad lipasa de cada cepa. Destaca la actividad obtenida del fermento 
con la cepa JT2 la cual es ligeramente superior a 2 U/g MS. De acuerdo a las posibles especies que 
podrían representar a las cepas aisladas, se observa que en el caso de las cepas JT2, JT3, JT4 que 
tuvieron una convergencia en posibles especies, pero debido a que tuvieron diferentes producciones de 
actividad enzimática y aspectos morfológicos, podrían tratarse de especies distintas entre sí y a que su 
aislamiento se realizó de la variedad tóxica de Jatropha, sin embargo debido a que los patrones 
zimográficos de actividad son muy similares, se sugiere que podría tratarse de la misma especie o 
especies muy cercanas entre sí. De forma interesante, se aprecia una diferencia en actividad enzimática 
en las cepas JT5 y JNT1 que se identificaron como Aspergillus fumigatus y muestran un patrón de 
bandeo en zimograma muy similar, por lo que esto podría corroborar el resultado de identificación 
molecular a pesar que fueron aisladas de diferentes pastas; cabe señalar que A. fumigatus es un patógeno 
muy presente en diversos residuos agro-industriales por lo que su capacidad de crecimiento en ambas 
pastas era de esperarse.  

Figura 1.- Morfología macroscópica y microscópica de las cepas aisladas de las pastas de Jatropha tóxica (JT) y no 
tóxica (JNT). 

De forma general, las cepas aisladas del residuo tóxico presentan mayor actividad en el sustrato 
de partida aunque la diferencia entre sus actividades fluctúa significativamente. Sin embargo, al cultivar 
las cepas aisladas en la pasta de Jatropha tóxica, la producción de actividad enzimática fue en general 
más baja para las cepas aisladas de Jatropha no tóxica en comparación con aquellas aisladas del residuo 
de la variedad tóxica. Esto lleva a la suposición de que el lugar de aislamiento influye en el crecimiento 
y la capacidad de producción de las enzimas de las cepas, ya que la única diferencia relevante entre las 
variedades tóxica y no tóxica de Jatropha es la presencia de ésteres de forbol. Finalmente, la capacidad 
de sintetizar más de dos enzimas (lipasas/esterasas) por parte de cada una de las especies aisladas 
confirma que el residuo de Jatropha puede ser aprovechado por diversos hongos filamentosos como 
soporte/sustrato para la producción de éstas valiosas enzimas, a pesar de su carácter tóxico. 
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Figura 2.- Actividad lipasa/esterasa presente en los 
fermentos sólidos de hongos filamentosos, cultivados en 
Jatropha tóxica. 

Figura 3.- Zimograma de los extractos enzimáticos 
revelado con pNPB como sustrato para la reacción. 

Conclusiones
 
A partir de las pastas de Jatropha tóxica y no tóxica se aislaron 9 hongos filamentosos, todos con la 
capacidad de producir lipasas/esterasas sobre el residuo tóxico. Acorde a los resultados, la cepa con 
mayor producción de actividad lipasa fue JT2 (Aspergillus sp.), aislada del residuo tóxico, con 
aproximadamente 2 U/g MS. Su producción de lipasas y su crecimiento en el residuo tóxico refleja su 
capacidad de adaptación. A partir de esta evaluación, ésta cepa se convierte en un candidato para futuras 
fermentaciones donde la meta es la producción de lipasas que permitan aprovechar aún más la naturaleza 
física y química del residuo para dirigir la síntesis de moléculas de alto valor agregado. 
En consecuencia, la pasta de Jatropha curcas puede emplearse para la producción de estas enzimas de 
gran interés industrial, añadiendo al ciclo del cultivo un valor extra que es necesario para sostener su 
importancia comercial como recurso para la producción de biodiesel.  
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