XII Congreso Nacional
de Biotecnologia y Bioingenieria

“INMOVILIZACION COVALENTE DE LA LIPASA LIP2 DE YARROWIA LIPOLYTICA”

J Hernandez®, Jorge Aburto®, Eduardo Torres®, Alberto del Monte®, Sergio Galaz® Georgina Sandoval®.
*CIATEJ, av Normalistas No. 800, 44270, Guadalajara, Jal. México. e-mail: georgina@confluencia.net. "Instituto
Mexicano del Petrdleo, México, D.F., México. ‘Lab. Inmovilizacién y Biocatalisis, Centro de Estudio de Proteinas,
Fac. Biologia, Universidad de la Habana, Cuba.

Palabras clave: lipasa LIP2, Yarrowia lipolytica, inmovilizacién covalente

Introduccion. La enzima LIP2 es una lipasa extracelular de
la levadura Yarrowia lipolytica que ha sido caracterizada
recientementel™. A partir del desarrollo de una nueva cepa de
Y. lipolytica, se ha logrado una mayor produccién de LIP2™
donde el gen de la lipasa se encuentra aproximadamente 15
copias/genoma bajo el control de un promotor inducible con
aceites. Por la estabilidad que ofrece la unién covalente de
una enzima a un soporte, ésta se ha consolidado como uno
de los métodos de inmovilizacion mas utilizados en la
industria. La estabilidad de la inmovilizacion covalente se
origina por sus siguientes caracteristicas: manipulacion
sencilla de los derivados inmovilizados, carga de enzima
constante después de la inmovilizacion, los derivados
pueden utilizarse en diversos reactores y tienen mayor
resistencia a la desactivacion.

El objetivo del presente trabajo es realizar inmovilizaciones
covalentes uni- y multipuntuales de la lipasa LIP2 de
Yarrowia liplytica y evaluar el grado de inmovilizacion.

Metodologia. Se produjo la lipasa LIP2 por medio de
fermentaciones de Y. lipolytica en un reactor por lote,
controlando la temperatura, pH, oxigeno disuelto y
agitacion. La lipasa LIP2 se concentr6 por precipitacion con
sulfato de amonio o acetona al 70% vy ultrafiltracion con
membrana poliétersulfona de 10 kD. Se utilizaron dos
soportes para la inmovilizacion covalente (Glioxyl-
Sepharose 4B Cl y monoaminoethyl-N-amioethyl-Sepharosa
4B CI) y uno para la inmovilizacion por adsorcién (Octal-
Sepharose 4B Cl). En los dos primeros se efectuaron
inmovilizaciones uni y multipuntales de puentes aminal® y
uni-puntuales de puente amida; en el Gltimo soporte se
realizaron inmovilizaciones interfaciales!. Los métodos de
inmovilizacidn se evaluaron calculando la eficiencia de LIP2
inmovilizada.

Resultados y discusion. Los resultados de los porcentajes
de eficiencia de LIP2 inmovilizada se muestran en el cuadro
1. Los tres primeros métodos de inmovilizacion son del tipo
enlaces covalentes y el cuarto es de adsorcidn; éste dltimo se
utilizé6 como cotejo con métodos no covalentes. Se observa
notablemente que los procesos unipuntales, tanto de amina
como de amida, lograron una eficiencia mayor de
inmovilizacion, en comparacién con el multipuntual de
amina y con la adsorcion interfacial. La lipasa inmovilizada
con puentes multipuntuales de amina obtuvo la menor
eficiencia, esto se explica porque este tipo de inmovilizacion

cada molécula de lipasa utiliza mas enlaces en el complejo
enzima-soporte que en el unipuntual.

Cuadro 1. Eficiencia de los métodos de inmovilizacién en LIP2

Parametros de inmovilizacion

Enzima | Métodosde | Caroa GI° -4
inmovilizacien| (U/mL (UmL  |%]I
soporte) soporte)
1. Puente
“(;"p””.t“a' 33333.33 | 31481.36 | 94
: e amina
% 2. Puente

i multipuntual

. 33333.33 | 2444491 | 73
de amina

3. Puente
unipuntual 33333.33 | 30444.30 | 91
LIP2 de de amida

Yarrowia =
lipolytica 4. Adsorcion

p ; 33333.33 | 25464.05 | 76
interfacial

4Grado de inmobilizacion, determinado por el método diferencial
PPorcentaje de inmovilizacién

Conclusiones. En todos los métodos se lograron buenos
porcentajes de inmovilizacion con actividades elevadas
equiparables a las de las lipasas comerciales que hay en el
mercado. Aunque el método multipuntual de amina fue el
que tuvo menor eficiencia de inmovilizacién, se pronostica
que el derivado de este proceso obtenga una mayor
estabilidad por su naturaleza de enlaces multiples. La
corroboracion experimental de esta hipotesis es la siguiente
etapa del presente proyecto de investigacion.
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