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Introduccién. Los ambientes extremos son el habitat
natural de ciertos microorganismos Ilamados extremdfilos;
las enzimas que producen se les [lama extremoenzimas
cuya aplicacion como biocatalizadores es atractiva por su
dta estabilidad y actividad en condiciones que
anteriormente  se consideraban incompatibles con
materiales biol6gicos (1). Entre las extremoenzimas que se
han aidado, se encuentran las lipasas (E.C.3.1.1.3), las
cuales se definen como triacilglicerol hidrolasas que
catalizan reacciones de hidrdlisis y sintesis de una gran
variedad de ésteres y la resolucion de mezclas racémicas
con una alta enantio- y regioselectividad, por 1o que tienen
una amplia aplicacién industrial. Las lipasas solubles
presentan ciertos problemas para su utilizacion: tienen baja
estabilidad, su separacion es dificil y su reutilizacion es
muy limitada. La inmovilizacién de enzimas permite
mejorar su desempefio al aumentar su termoestabilidad,
facilitar su separacién y permitir su reutilizacion (2). El
objetivo del presente trabajo es establecer las condiciones
para la inmovilizacién por adsorcion de la lipasa
parcialmente purificada de Bacillus thermoleovorans
CCR11 y andizar su efecto sobre la termoestabilidad, asi
como laactividad y laresistenciaa pH

Metodologia. La enzima fue producida cultivando a
Bacillus thermoleovorans CCR11 en medio con 2.5% de
aceite de cartamo ato oleico como fuente de carbono.
Después de centrifugar y filtrar, se extrgjeron los residuos
liposolubles con hexanol:l y se ultrafiltré-diafiltré
utilizando una membrana de co. 500 Kda. La actividad
lipolitica se determind usando p-nitro-fenil-laurato como
sustrato (30 min., pH6.5, 60°C) (3). Se establecieron las
condiciones de inmovilizacion utilizando una relacion de
lipasa/polipropileno de 6-60 mg de proteina/g de soporte, a
25, 30, 40 50 y 60°C, y pHs de 5,6,6.5,7 y 8, agitando a
250 rpm durante el tiempo necesario para alcanzar el
equilibrio en la adsorcién de proteina. Se redlizé la
inmovilizacion de lalipasa con y sin Tritén X-100 (0.1%)
en las mejores condiciones obtenidas, y se evalub € efecto
de ésta sobre la termoestabilidad y la actividad y
resistenciaa pH.

Resultados y discusion. Las mejores condiciones para la
inmovilizacion fueron: 25°C, con 36 mg proteina/g soporte
apH 6.0, durante 3 h, y 250 rpm de agitacién. En la Tabla
1 se muestra que hubo un incremento en Ila
termoestabilidad de la enzima inmovilizada con respecto a
la soluble con y sin Tritén X-100, ya que se observa que a
90°C hay pérdida total de la actividad lipolitica de la
enzima soluble y existe actividad residua en los
inmovilizados; estos resultados estan de acuerdo con €
aumento de la termoestabilidad reportado en la literatura
para otras lipasas inmovilizadas por adsorcion (4). La
actividad lipolitica en diferentes pHs no presenté
diferencia del pH éptimo de actividad entre la enzima
soluble y lainmovilizada con y sin tritén X-100.

Con respecto a los estudios del efecto de la inmovilizacion
sobre laresistencia a pH, la Figura 1 muestra un aumento
en €l intervalo de pH en e que lalipasa inmovilizada con
Tritén X-100 conserva un mayor porcentagje relativo de
actividad lipolitica

Tabla 1. Efecto de la inmovilizacion sobre la termoestabilidad de lipasa

de B. thermoleovorans CCR11. (Incubacién por 1 hora).* % de Actividad
residual.

Temp. Lipasa nmovilizadofipasa solubjnmovilizado
°C polublesin ton Tritén X on Tritén X- fon Tritén
ritén X-100 * 10O * L00* K-100*
50 100 100 100 100
60 91.54 100 89.59 100
70 48.31 93.17 34.53 100
80 13.05 72.15 8.79 54.23
90 0 56.47 0 15.41
100 0 15.23 0 4.23
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Fig.1 Efecto de la inmovilizacién sobre la resistencia al pH de la
lipasa inmovilizada de B. thermoleovorans CCR11 (incubada por una
hora).eInmovilizado sin Tritén X-100,4 Inmovilizado sin Tritén X-100.
Conclusiones. La inmovilizacién por adsorcién en
polipropileno de la lipasa de Bacillus thermoleovorans
CCR11 da como resultado:
1. Un aumento en la termoestabilidad en los inmovilizados
cony sin Tritén X-100.
2. Un aumento en la resistencia a pH de la lipasa
inmovilizada con Tritén X-100.
No se observé diferencia en el pH Optimo de actividad
lipolitica en los inmovilizados con y sin Triton X-100 con
respecto alaenzima soluble
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