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Introduccién. La contaminacion por aceite lubricante usado es uno
de los problemas mas comunes que se presenta a nivel mundial, dado
al manejo inadecuado de este residuo peligroso hacia el ambiente.
Se estima que un litro de aceite lubricante usado puede contaminar
hasta 3,784 m? de suelo, ocasionando que no sea productivo para el
cultivo o el crecimiento de plantas por hasta 100 afios (Chin et al.,
2012). A causa de esto, surge la necesidad de mitigar los efectos
nocivos causados al ambiente por medio de tecnologias de
remediacion de suelos. Kumar y Bharadvaja (2019), mencionan que
la biorremediacién enzimatica se ha convertido en una técnica de
remediacidn alternativa a las convencionales, refiriéndose a enzimas
naturales en microorganismos o plantas, con el fin de degradar
contaminantes nocivos, indeseables y recalcitrantes. A pesar de que
estos procesos son propuestas innovadoras, la informacién que se
tiene es escasa referente a remediacidon de suelos. Sin embargo,
diversos autores han determinado que la principal caracteristica que
presentan estas especies corresponde a la actividad enzimatica de las
lipasas de sus semillas (Santos et al., 2013; Sanchez, 2019). La
actividad enzimatica en especies puede variar dependiendo de la
composicion de los dcidos grasos del sustrato lipidico y factores como
pHytemperatura (Pérez y Almécija, 2011). Para esto, se ha reportado
que las semillas de Leonotis nepetifolia contienen un 37% de grasa,
identificando acidos grasos insaturados como lo son el oleico,
labalénico y linoleico (Marrero et al., 2015). Por lo que determinar
las condiciones éptimas de pH y temperatura de las lipasas extraidas
de esta especie permitirda aprovechar al maximo su actividad
enzimdtica para procesos de biorremediacion de suelos.

Materiales y Métodos. Se recolectaron 80 g de semillas de bola
africana. El extracto de lipasas se obtuvo mediante el método
propuesto por Avelar et al. (2013) con algunas modificaciones,
moliendo durante 10 minutos 40 g de las semillas con 50 mL de
acetona fria (4°C), adicionando cada 2 min una relacién 1:5 p/v. La
pasta formada se mezcld bajo agitacion magnética a 700 rpomy 4 °C
durante 16 h. Una vez cumplido el lapso, se filtrd al vacio, colocando
el extracto recuperado en bandejas de aluminio durante 24 h. El
extracto seco, se tamizd para obtener particulas menores a 1 mm y
fue almacenado a 4°C hasta su uso. La actividad enzimadtica se
determind por hidrélisis de aceites emulsionados, de acuerdo con la
metodologia descrita por Santos et al., (2013) con algunas
modificaciones. Para esto, se prepard la mezcla reaccién adicionando
5 mL de emulsidén (50 g de aceite de oliva comercial con 150 mL de
una solucion 30 g/L de goma arabiga), 5 mL de buffer en el rango de
pH entre 5.0 y 8.0 (buffer acetato de sodio 0.01 M, pH 5.0 y buffer
fosfato de sodio 0.01 M, pH 5.5-8.0) y 0.1 g de extracto en polvo de
lipasa. La mezcla se incub6 durante 5 min a 37 °C. La reaccion se
detuvo por adicion de 10 mL de etanol y los acidos grasos formados
se titularon con solucidon de hidréxido de sodio en presencia de
fenolftaleina como indicador. De igual manera se realizaron
reacciones control, afiadiendo el extracto de lipasa después de la
adicidn del etanol. Finalmente, la actividad enzimatica fue calculada
a partir de la Ecuacidn 1 (Tavares et al., 2018).
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Donde A es la actividad enzimdtica (U/g); V es el volumen usado en
la titulacidon (mL); Vi es el volumen usado en el blanco (mL); Mnaon €s
la molaridad real de la solucién (M); t es el tiempo de la reaccidon
(min) y m es la masa exacta del extracto de lipasa (g). La actividad
enzimatica se definié una unidad de actividad de lipasa (U) como la
cantidad de lipasa que producia 1 umol de acido graso por minuto en
las condiciones del ensayo (Santos et al., 2013).

Resultados. De las extracciones realizadas se obtuvo que por cada 1
g de semilla se recuperaron 0.4 g de extracto de lipasa. Los resultados
obtenidos se presentan en la Figura 1, en donde se determind que el
experimento con una mayor actividad enzimatica corresponde a el
pH de 8, presentando un valor de aproximado de 226.8+18.9 U, lo
cual, muestra una clara diferencia respecto a los demas pH.
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Figura 1. Unidades de actividad enzimatica (U) del extracto en polvo de
lipasa de acuerdo con cada pH.

De acuerdo con los resultados obtenidos, se tiene que autores como
Santos et al., (2013), emplearon la misma metodologia con la especie
exotica-invasora Higuerilla (Ricinus communis L.), obteniendo una
actividad enzimatica de 487.8 U. Dicha especie fue empleada por
Sanchez (2019) y Sdnchez-Mata (2020), demostrado un alto potencial
en la remediacién de suelos contaminados por aceite lubricante
usado, presentado degradacién del contaminante de 94.26% y
99.90%, respectivamente. Lo anterior presenta una oportunidad para
Leonotis nepetifolia, ya que se puede deducir que el sistema puede
ser utilizado para la biorremediacion de suelos con aceite lubricante
usado bajo un tratamiento ex situ.

Conclusiones. Se estimd una actividad maxima de 226.8+18.9 U en
las condiciones con pH de 8 a 37°C para la lipasa extraida de Leonotis
nepetifolia, sin embargo, los valores presentados en el pH 6ptimo
pueden elevarse al realizar pruebas con variacion de temperatura.
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