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Introduccion. Una de las principales fuentes de la
contaminacion en los suelos tropicales del sureste de
México son los derrames de hidrocarburos del petréleo.
La biorremediacién ofrece diversas alternativas de
tratamiento como es la determinacion de la actividad
microbiana a través de diversos parametros: a) actividad
respiratoria, b) actividades enziméticas, c) contenido de
biomasa, entre otros (1). Existe escaso desarrollo de
métodos a microescala de las actividades enziméticas
como: oxigenasas, lipasas, ureasas. Los métodos
convencionales, consumen largos tiempos y gran
volumen de material, propiciando mudltiples etapas y
costos elevados. Los métodos en microplacas en
conjunto con técnicas espectrofotométricas, son
altamente reproducibles y de rapida lectura (2, 3). En el
presente trabajo se desarrolld6 un método de
cuantificacién a microescala de la enzima lipasa aplicable
a muestras de suelos contaminados con hidrocarburos,
permitiendo el andlisis de un mayor niumero de muestras
por lote, reduccién de costos y tiempo de analisis.

Metodologia. Se disefié un experimento con la finalidad
de estandarizar: a) la proporcion suelo-buffer (0.1g:2.5
ml; fosfatos 100 mM, pH 7.25), b) concentraciéon de
sustrato (340-1400 pg ml'l), c) tiempo de reaccion (10,
15, 20 min). Se determiné la cinética de produccién de p-
nitro-fenol  (pNP) liberado wusando un lector de
microplacas (A=400nm, 1 lectura min?, Multiskan,
Thermos Scientific). La concentracion de pNP se
determind por el método de curva estandar calculandose
la actividad lipasa en el suelo contaminado y no
contaminado (~11,000 mg Kg™) (4).

Resultados. Se registraron niveles de actividad lipasa
crecientes en el intervalo de concentraciones del sustrato
probado (340, 697, 1046, 1400 pg ml* y de las diferentes
alicuotas de la mezcla (suelo:buffer). Esto correspondié a
una correlacion lineal entre la actividad lipasa y el
sustrato para el suelo contaminado y no contaminado,
con un coeficiente de correlacion de 0.890 y 0.974
respectivamente (Fig. 1A). Se encontr6 la actividad lipasa
méaxima alrededor de los 1046 pg ml™ de pNPB (15 pl de
sustrato). Se comparé el método convencional con el
método adaptado (microplacas) obteniendo resultados

similares para el P3 utilizando un volumen 10 veces
menor de sustrato, al método convencional (fig. 1B).
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Fig. 1. Actividad lipasa en suelo contaminado y no contaminado. A) en
presencia de diferentes niveles de sustrato y B) andlisis comparativo del

método convencional (1) y en microplacas (2). Los resultados
corresponden a 10 min de reaccion.
Conclusiones. La adaptacibon del método de

cuantificacion de lipasa en suelo permiti6 obtener
resultados confiables y reproducibles ademés de ser
comparables a los obtenidos con el método
convencional. Esto permitié6 minimizar las cantidades de
soluciones y tiempo de trabajo. Este método puede ser
aplicable para el monitoreo de actividades biolégicas en
respuesta a la presencia de hidrocarburos en suelos
altamente contaminados.
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