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Introduccion. En los dltimos afios el interés en la
inmovilizacién de lipasas ha tenido un gran auge debido a
gue se incrementa la estabilidad de la enzima y con ello su
uso repetitivo, disminuyendo de este modo los costos de
operacién y facilitando su rapida y facil recuperacion.
Existe un gran ndmero de soportes y métodos de
inmovilizacion que han sido utilizados para inmovilizar
lipasas recientemente. Después de la inmovilizacion se ha
observado que se presentan cambios en la actividad, pH y
temperatura éptimos, afinidad de los sustratos y estabilidad
de la enzima.l' El grado de estos cambios va ha depender
del origen de la enzima, el tipo del soporte y el método de
inmovilizacion .

Las redes interpenetradas (IPNs) son una
combinacion de uno o mas polimeros en forma reticulada
y se clasifican de acuerdo a su método de preparacion. La
IPNs de poliacrilamida-polialcohol  vinilico (IPNs-
PAAM/PVA) es un material que combina las propiedades
hidrofilicas de la PAAM como la resistencia mecanica del
PVA. La combinacion de estos polimeros se espera de
como resultado un soporte que permita incrementar la
estabilidad y actividad hidrolitica de la lipasa de Yarrowia
lipolytica (LYL).

Metodologia. La preparacién del soporte asi como la
obtencién de la de LYL se obtuvieron por modificacion de
métodos ya establecidos.** La inmovilizacién de la LYL
se realizd por adsorcion en regulador de fosfatos a 4°C.
La actividad se determin6 por el método de fluorescencia
utilizando como sustrato el palmitato de 4-metil
umbeliferona. La proteina enlazada fue determinada de
manera indirecta por el método de Bradford, por la
diferencia entre la cantidad de proteina al inicio y al final
del proceso de inmovilizacion.

Resultados y discusion. La inmovilizacion de la LYL en
IPNs —-PAAM/PVA permitié obtener un incremento en la
actividad hidrolitica de la enzima. La cantidad de proteina
inmovilizada hasta el momento en las IPNs-PAAM/PVA
fue del 8% faltando por optimizar adn las condiciones
de inmovilizacién, a pesar del bajo porcentaje en la
inmovilizacion la actividad de la lipasa inmovilizada es 15
veces mayor que la lipasa libre.

El efecto del pH sobre la estabilidad de la enzima
fue determinado como se muestra en la Fig. 1. La actividad
relativa representa que la actividad especifica méaxima es
el 100%. Se encontrd que el pH 6ptimo para la LYL fue
de 7y para el sistema inmovilizado de 8. El perfil de pH

para el sistema inmovilizado fue mucho mas amplio
comparado con el sistema libre.
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Fig. 1. Efecto de pH sobre la actividad enzimatica. (m) lipasa
libre , (A) lipasa inmovilizada en IPNs-PAAM/PVA.

El desplazamiento de pH en el sistema
inmovilizado se debe posiblemente al método de
inmovilizacion, asi como a las interacciones secundarias
(por ejemplo, interacciones polares, i6nicas o por puente
de hidrégeno) entre la enzima y la matriz polimérica™ El
sistema inmovilizado soporta cinco ciclos de uso
terminando al final con una activad hidrolitica del 20%.
Se considera que una modificacion en el método de
inmovilizacion (enlace covalente) puede incrementar el
numero de ciclos de uso, estudios que seran realizados

Conclusiones. La inmovilizacién de la LYL en el soporte
de IPNs incrementa la actividad hidrolitica asi como su
estabilidad. Su actividad catalitica serd probada en la
polimerizacién de lactonas.
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