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Las lipasas son las enzimas mas versatiles desde el
punto de vista de su aplicacion en biocatalisis. Estas
enzimas poseen una exquisita especificidad (quimio-,
regio- y enantio-selectividad), siendo usadas tanto en
reacciones de hidrdlisis como de sintesis.

Para llevar a cabo reacciones de sintesis, es usualmente
necesario, sustituir al agua como medio de reaccién, por
un solvente no acuoso. Sin embargo, se ha observado
que las enzimas son poco estables en presencia de estos
solventes e inevitablemente son desnaturalizadas;
ademads, su actividad sintética es mas baja comparada
con su actividad en agua.

Para volver una realidad la aplicacion potencial de
lipasas en procesos industriales de sintesis, es necesario
contar con un catalizador estable a los solventes no
acuosos. La inmovilizacién de las lipasas ha resultado en
un aumento de la estabilidad enzimatica comparada con
su forma libre; sin embargo, este aumento en estabilidad
no ha sido satisfactorio para posibilitar su aplicacion
industrial.

En los dltimos afios, nuestro grupo de trabajo se ha
dedicado a la busqueda, produccion, purificacion y
caracterizacién bioquimica de lipasas, mediante el
cultivo de hongos termdfilos y arqueas haldfilas,
empleando frecuentemente el cultivo en medio sdlido.
Nuestros resultados han mostrado que las lipasas de
hongos termdfilos son ligeramente mas estables que las
lipasas de hongos mesofilos (1) y que las enzimas mas
prometedoras en términos de estabilidad, son las lipasas
de arqueas haldfilas (2, 3).

Las arqueas haldéfilas son microorganismos considerados
como extremdfilos, causando gran expectacion en la
comunidad cientifica respecto a la posibilidad de
aplicacién de sus componentes (incluido sus enzimas),
los cuales comparten la misma estabilidad y robustez que
el organismo integro.

La hipétesis inicial de nuestro trabajo de investigacion
hace alusién a que las arqueas haldéfilas (incluyendo sus
enzimas) se encuentran rodeadas de iones de Na*, K"y
CI', desarrollando mecanismos para hacer frente a muy
elevadas concentraciones de estas sales (siendo activas
incluso en soluciones saturadas), donde los iones se
encuentran hidratados, disminuyendo en gran medida el
agua disponible (Aw). Esta observacion parece indicar
que, las enzimas de arqueas haldfilas (haloenzimas)
pueden catalizar reacciones en ambientes donde la
actividad de agua es reducida (i.e. en solventes no

acuosos), mostrando una estabilidad catalitica superior a
las lipasas conocidas.

La investigacion de nuestro grupo de trabajo ha permitido
el aislamiento de la primera cepa productora de lipasas
dentro del dominio arquea (Natronococcus sp TC6) (4).
Hemos estudiado las condiciones de cultivo necesarias
para el aumento en la produccién de biomasa y de
lipasas-esterasas de las arqueas haléfilas de Haloarcula
marismortui 'y Halobacterium sp. NRC-1. Hemos
purificado y caracterizado bioguimicamente las enzimas
de estas arqueas y en particular, hemos determinado su
estabilidad a solventes y a la temperatura (2,3).

En el curso de nuestra investigacion, nos hemos
enfrentado a graves problemas metodoldgicos,
originados: i) por la presencia de altas concentraciones
de sales, que afectan el manejo de los cultivos de
arqueas Y la purificacién de sus enzimas, ii) por la baja
produccion enzimatica, teniendo que realizar cultivos en
grandes biorreactores (12 L) para lograr obtener una
detectable actividad.

Actualmente, no se ha logrado la aplicacion de las
haloenzimas en biocatélisis debido a la muy baja
concentracion enzimética alcanzada, empleando cultivos
convencionales con las arqueas (incluso empleando
cultivos en medio soélido) y estamos recurriendo a la
clonaciéon de las enzimas de interés en huéspedes
facilmente cultivables y productores de una alta actividad
enzimatica para corroborar la hipétesis que sustenta
nuestro trabajo.
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