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OPTIMIZACION DEL PROCESO DE INMOVILIZACION
DE LIPASA PRODUCIDA POR Marinobacter sp CH27 EN
OCTADECILO-SEPABEAD

Yadira Fernandez Jeri*, Amparo 1. Zavaleta?, Ana Maria Mufioz Jauregui®

RESUMEN

El objetivo de esta investigacion fue optimizar el proceso de inmovilizacion de la lipasa
producida por Marinobacter sp CH27 en el soporte hidrofobico octadecilo-sepabead por
adsorcion interfacial utilizando el disefio experimental Box-Behnken a 3 factores y 3
niveles con 12 experimentos y 3 réplicas en el punto central. Las variables y los niveles
seleccionados fueron: fuerza ionica (2,5; 5,0 y 10,0 mM), tiempo (30, 60 y 120 min) y pH
(6,0; 7,0 y 8,0) y las variables respuestas fueron la actividad de la enzima inmovilizada
y el porcentaje de inmovilizacion. Los parametros optimos del proceso de inmovilizacion
fueron: pH 6,62; 30 min y fuerza i6nica 10 mM. Luego de ajustar los parametros al modelo
polinomial cuadratico, la actividad de lipasa inmovilizada fue de 11,16 U/g soporte con
81,50 % y 74,0 % de actividad relativa y rendimiento de inmovilizacion, respectivamente.

Palabras clave: Lipasa, Marinobacter sp, inmovilizacion, octadecilo sepabead, metodologia
superficie respuesta

OPTIMIZATION OF THE PROCESS OF IMMOBILIZATION OF
LIPASE PRODUCED BY Marinobacter sp CH27 IN
OCTADECILO - SEPABEAD

ABSTRACT

The aim of these research was the optimize in the support hydrophobic octadecilo-sepabead
by interfacial adsorption, for which the experimental design was used Box-Behnken 3 factors
and 3 levels with a total of 12 experiments and 3 replicas on the central point. The variables
and their levels selected were: force Ionic (2.5, 5.0 and 10.0 mM), time (30, 60 and 120
min) and pH (6.0; 7.0 and 8.0) and them variable answers were the activity of the enzyme
immobilized (U/g support) and the percentage immobilization. The optimum parameters of
the immobilization process were: pH 6.62, 30 min and ionic strength 10 Mm. After adjust
the parameters to the model polynomial quadratic, is obtained 11,16 U/g support for the
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activity of lipase immobilized, with 81.50% and 74.0% of activity relative and performance
of immobilization respectively.

Key words: Lipase, Marinobacter sp, inmovilization, octadecyl - sepabead, response surface
methodology.

INTRODUCCION

Las lipasas presentan diversas propiedades cataliticas que sustentan su empleo en las
industrias: alimentaria, farmacéutica, textil, cosmética, papelera, peletera y en detergentes.
En los ultimos aflos, las lipasas se usan en la sintesis de biopolimeros y biodiesel, en la
produccion de medicamentos enantioselectivos y agroquimicos'. A nivel industrial, los
mecanismos cataliticos de las lipasas se asemejan a los procesos metabolicos naturales,
siendo biodegradables y limpios. Por las aplicaciones antes descritas, las lipasas producidas
por nuevos microorganismos estan en constante investigacion.

El interés en el desarrollo tecnologico de biocatalizadores se centra en la inmovilizacion de
enzimas, lo cual permite mejorar propiedades térmicas con estabilidad en un rango deseado
de pH y en presencia de solventes organicos, que sean de facil recuperacion, permitan obtener
un producto no contaminado, ¢ incrementar la estabilidad operacional del biocatalizador**.

Uno de los protocolos de inmovilizacion de lipasas es la adsorcion selectiva sobre soportes
hidrofébicos, para su uso en solventes acuosos y organicos. La adsorcion involucra areas
hidrofébicas alrededor del centro activo, quedando en su forma abierta accesible al sustrato.
Asi, los soportes hidrofobicos empleados se comportan como los sustratos naturales de estas
enzimas®.

El soporte hidrofobico octadecilo sepabead estd conformado de una matriz polimérica de
metacrilato cubierto por grupos octadecilos que proporcionan una superficie fuertemente
hidrofobica. Este soporte presenta estabilidad quimica y térmica, resistencia al cambio
osmotico, alta capacidad de union a proteinas, baja tendencia al hinchamiento en soluciones
de elevada molaridad y en solventes’.

Marinobacter sp CH 27, bacteria haléfila moderada aislada de las Salinas de Pilluana (San
Martin), hidroliza diferentes aceites vegetales, contiene una lipasa con estabilidad térmica
hasta 45 °C®. Por ello, el objetivo de esta investigacion fue optimizar las condiciones de
inmovilizacion de esta lipasa, entender la significancia y la interaccion de los factores
que afectan la actividad especifica de la enzima inmovilizada para su uso potencial como
biocatalizador.
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PARTE EXPERIMENTAL

Obtencioén de la lipasa

Marinobacter sp CH27 fue cultivado en medio agua de sales (SW) conteniendo cloruro de
sodio 5%, suplementado con extracto de levadura 0,5%, asi como aceite de oliva al 1%
y Triton X-100 0,1% como inductor y emulgente, respectivamente. Las condiciones de
fermentacion y concentracion del crudo enzimatico fueron las descritas por Fernandez-Jeri
y col®.

Inmovilizacion de lipasa

Se procedié a una inmovilizacidon por adsorcion interfacial usando el soporte octadecilo
sepabead (Sepabead EC-OD; Mitsubishi Chemical Corporation, USA) segtn lo descrito por
Guisan’ con las siguientes modificaciones: Se pesaron 0,1 g del soporte octadecilo sepabead
y se procedio a lavar 5 veces con agua destilada estéril, se hidraté con buffer fosfato al pH y
a la concentracion salina requerida para cada ensayo a 10 °C durante 24 h. Este soporte ya
hidratado fue contactado con 15 mg de proteina contenida en el crudo enzimatico y se mezclo
suavemente a 10 °C por el tiempo establecido en cada experimento. Después se centrifugd a
5000 rpm a 10 °C por 10 min. Finalmente, se separaron la enzima adsorbida al soporte y el
sobrenadante, en este ultimo se determiné proteinas residuales.

Factores que influyen en la inmovilizacién de la lipasa

Se empled la Metodologia de Superficie Respuesta (MRS) para optimizar las condiciones de
maxima actividad especifica de la enzima inmovilizada. El disefio estadistico Box-Behnken
fue empleado a 3 niveles y 3 factores, para evaluar los parametros que intervienen en el
proceso de inmovilizacion. El programa Minitab 16 fue empleado obteniendo un total de
12 experimentos y 3 réplicas en el punto central. Las variables y los niveles seleccionados
fueron: fuerza idnica (2,5; 5,0 y 10,0 mM de buffer fosfato), tiempo (30, 60 y 120 min) y pH
(6,0; 7,0 y 8,0). Para este analisis se emplearon soluciones de buffer fosfato para obtener los
pH correspondientes.

En cada ensayo de inmovilizacion se determiné el porcentaje de inmovilizacion, la relacion
de mg de proteina/g de soporte, la actividad especifica de la lipasa inmovilizada (U/ g soporte)
y el rendimiento.

Actividad de la lipasa

En la determinacion de la actividad hidrolitica de la lipasa se uso6 el p-nitrofenil palmitato
(p-NPP) (Sigma, USA) siguiendo la metodologia propuesta por Gupta y col.®, con las
siguientes modificaciones: a 1,6 mg de p-NPP se afiadieron 1 mL de isopropanol 0,1 mL;
Triton X-100 y 25 mM de buffer fosfato a pH 7 hasta completar 10 mL de volumen. Para
determinar la actividad enzimatica se emplearon 1,75 mL de la solucion antes descrita y 0,25
mL del biocatalizador. La mezcla se incubd a 37 °C por 20 min, la hidrolisis del p-NPP se
evidencio por el incremento del p-nitrofenol a 410 nm. Una unidad de actividad enzimatica
se definié como la cantidad de enzima necesaria para liberar 1 pmol de p-nitrofenol en un
minuto.
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Porcentaje de inmovilizacién de la lipasa

La cantidad de enzima inmovilizada se determiné midiendo las concentraciones en la
solucion enzimatica inicial (mg proteina inicial), el sobrenadante y en las soluciones de
lavado (mg proteina final) usando el reactivo de Bradford, segtin la metodologia del fabricante
(AMRESCO). A partir de estos datos se calcularon el porcentaje de inmovilizacion y los mg
de proteina/g de soporte. La albamina sérica bovina (BSA) se utiliz6 como estandar a las
concentraciones de 125, 250, 500, 750 y 1000 ug/mL.

RESULTADOS Y DISCUSION

La inmovilizacion de la lipasa producida por Marinobacter sp CH27 fue obtenida a diferentes
pH, tiempos y diferentes valores de fuerza ionica (tabla 1).

Tabla 1. Factores que influyen en el proceso de inmovilizacion de la lipasa
extracelular de Marinobacter sp CH 27, segun disefio estadistico experimental Box-
Behnken de superficie respuesta.

Experimento pH Tiempo Fza.Iénica Proteina Inmovilizacion  Actividad
(N°) (min) (mM) inmovilizada (%) lipasa
(mg/g) inmovilizada
(U/g soporte)
1 8 60 2,5 8,25 55,00 1,4250
2 6 30 5,0 14,30 95,33 5,5096
3 7 30 2,5 14,39 95,93 10,6601
4 8 30 5,0 10,13 67,50 4,0875
5 6 60 10,0 14,44 96,26 6,8723
6 6 120 5,0 14,61 97,40 49117
7 7 120 2,5 14,56 97,07 7,1122
8 8 60 10,0 7,54 50,27 1,0710
9 6 60 2,5 14,59 97,27 2,1207
10 7 30 10,0 14,38 95,87 10,0083
11 8 120 5,0 11,29 75,27 2,1938
12 7 120 10,0 14,63 97,50 3,3638
13 7 60 5,0 14,64 97,60 6,5777
14 7 60 5,0 14,64 97,60 6,5211
15 7 60 5,0 14,42 96,13 5,7581

El mayor porcentaje de inmovilizacion (97,6 %) se obtuvo en los experimentos 13 y 14
a pH 7,0; 60 min y fuerza idénica 5 mM, y la actividad enzimatica maxima después de la
inmovilizacion fue de 10,66 U/g-soporte determinado en el experimento 3 a pH 7,0; 30 min
y fuerza idnica de 2,5 mM.

En la figura la se observa el efecto de la fuerza idnica sobre la adsorcion de las proteinas

al soporte. Asi, la méaxima adsorcion se obtuvo a la concentracion de 6 mM; en cambio, la
actividad maxima de la enzima inmovilizada fue a 2,5 mM (figura 1d).
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Figura 1. Factores que influyen en la adsorcion de la proteina al soporte (a, by c)y
en la actividad especifica de la lipasa inmovilizada en octadecilo sepabead durante el
proceso de inmovilizacion (d, e y f)

En las figuras Icy e se observan el comportamiento de la inmovilizacion y el tiempo mediante
el grafico de la campana invertida, la adsorcion de la enzima al soporte octadecilo sepabead
fue antes de los 30 min; pero a medida que el tiempo aumentd la adsorcién disminuy6 hasta
el 84%. Cabe resaltar que a los 70 min de nuevo se increment6 la adsorcion de la proteina
indicando la presencia de otra lipasa.

El sistema lipasa: octadecilo sepabead fue afectado por el pH, evidenciado en la campana
de Gauss generada tanto para la proteina inmovilizada como para la actividad de la lipasa
inmovilizada (figuras 1b y f). La maxima actividad de la lipasa inmovilizada fue a pH 7, 0
con 7 U/ g soporte, correspondiendo al 89% de la enzima adsorbida al soporte.

La fuerza idnica es un parametro importante para el proceso de inmovilizaciéon por la
interaccion hidrofobica, de este modo la adsorcion de las proteinas se incrementa con la
fuerza idnica; sin embargo, las diferentes concentraciones de los electrolitos que proveen la
fuerza i6nica pueden afectar la actividad enzimatica®’. Por lo tanto, este es un parametro que
requiere optimizacion. Asi, a la fuerza idnica mayor de 6 mM disminuy6 el rendimiento de
inmovilizacion, este fenomeno puede explicarse por la desorcion de la proteina adsorbida
por efecto de la alta fuerza ionica, de igual forma Fernandez-La Fuente y col.!?; Bastida y
col.''; Montero'?, reportaron disminucién de la adsorcion de la lipasa cuando se incrementa la
fuerza idnica. Ademas, la desorcion depende de la enzima, el soporte, el pH y la temperatura.
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La rapida adsorcion de la enzima al soporte sugiere que la proteina cargada se localiz6 en la
superficie externa del soporte, en lugar de ser distribuida uniformemente a través de los poros
del mismo. Tiempos de inmovilizacion cortos han sido reportados por Montero y col.,'?;
quienes inmovilizaron el 64% de lipasa de Candida rugosa en soporte de polipropileno en 1
min.

Las graficas de contorno muestran la relacion entre dos variables independientes a la vez

y su efecto en la respuesta de la actividad especifica de la lipasa inmovilizada y la proteina
inmovilizada en el soporte hidrofobico octadecilo sepabead (figuras 2 y 3).

(a) (b)
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Figura 2. Graficas de contorno de dos factores, de la actividad especifica de la lipasa
inmovilizada (U/g) frente a: a) tiempo y pH, b) tiempo y fuerza idnica, c¢) pH y fuerza
ionica.
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Figura 3. Graficas de contorno de dos factores, de la proteina inmovilizada (mg/g)
frente a: a) tiempo y pH, b) tiempo y fuerza idnica, ¢) pH y fuerza idnica.

Al variar el tiempo y el pH simultaneamente (figuras 2a y 3a), se evidencia que la maxima
actividad especifica de la lipasa inmovilizada es mayor que 8 U/g, obtenido en el rango de
pH de 6,0 a 7,5 a los 30 min. Por encima de estos valores, la actividad disminuye durante
la inmovilizacion. Estos dos factores son importantes para la actividad de la lipasa durante
el proceso de inmovilizacion. Sin embargo, las mismas variables de tiempo y pH frente a
la proteina inmovilizada no presentan la misma respuesta, si bien la mayor concentracion
de proteina inmovilizada se presentd en el rango de pH entre 6,0 a 7,0; el tiempo de mayor
respuesta fue sostenido entre 30 a 120 min. Estos resultados se sustentan por el analisis
Anova que indica al pH como la tnica variable significativa (P = 0,00) en la adsorcion de la
enzima al soporte, ademas no existe interaccion entre las variables pH y tiempo (P = 0,353).
Con relacion al tiempo y fuerza idnica simultaneamente sobre las variables respuestas no se
generaron lineas de contorno (figuras 2b y 3b).

En las figuras 2c y 3¢, se observa que la maxima actividad especifica de la lipasa inmovilizada
fue mayor de 11 U/g soporte obtenido a pH mayor que 6,5 y 10 mM de fuerza ionica. En tanto
que la maxima respuesta de proteina inmovilizada fue a pH 6,5 entre 4 y 10 mM. Segun, el
analisis de varianza no existe interaccion entre las variables pH y fuerza idnica para ambos
casos (P> 0,05). Ademas, la variacion de la fuerza idnica en el rango estudiado no influye en
el proceso de inmovilizacion.
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La proteina adsorbida a los soportes depende de varios parametros tales como el tipo de lipasa,
la superficie del soporte, las condiciones ambientales y los protocolos de inmovilizacion.
Nuestros resultados evidencian que no existe relacion entre la proteina inmovilizada y la
actividad especifica de la enzima inmovilizada, ya que al incrementar las concentraciones
de proteina adsorbida al soporte, la actividad de la enzima disminuye, esto se explica por la
interaccion proteina-proteina que inactiva el centro activo de la lipasa. Resultados similares
ha descrito Yiicel3 en la optimizacion de la inmovilizacion de la lipasa de Thermomyces
lanuginosuse con relacion a las concentraciones de enzima, buffer y pH frente a la actividad
especifica.

El disefio estadistico experimental Box-Behnken de superficie respuesta fue empleado para
optimizar los parametros de inmovilizacion de la lipasa producida por Marinobacter sp
CH27. La optimizacion se realizo para la actividad especifica de la lipasa inmovilizada. El
ANOVA se presenta en la tabla 2, el modelo se ajusta a un polinomial de segundo orden (P =
0,020). Representa la actividad de hidrdlisis de pNPP (U/g soporte) como una funcion del pH
(X1), tiempo (X2), fuerza ionica (X3) y es expresado por la siguiente ecuacion:
Y=51.2763X, - 0.1078171X, + 2.88701X - 3.58600 X, *+ 0.00107060 X, >+ 0.00774500
X, ?— 0.00631556X X, - 0.3521247X X, - 0.00778456 X, X,

Tabla 2. Analisis de varianza de la actividad especifica de la lipasa inmovilizada en
octadecilo sepabead.

Fuente GL SC Sec. MC F P
Ajust.
Regresion 9 105,558 11,7287 4,75
0,050""
Lineal 327599 14,4299 584 0,043
pH 1 14,147 18,3562 7,43
tiempo (min) 1 13,444 247956 10,03 00427
Fza. i6nica 1 0,008 0,3698 0,15
Cuadratica 362,790 21,5548 8,72 0,025
pH*pH 1 49,740 473594 19,16 0,715
tiempo *tiempo 1 13,017 13,0431 5,28
Fza.i6nica*Fza.1 1 0,033 0,0329 0,01  0,020”
Interaccion 3 15170  5,0565 2,05 0,007
pH* tiempo 1 0,195 0,3401 0,14 0,070
pH* Fza. i6nica 1 7305 7,3051 2,96 0,091
tiempo*Fza. idbnica 1 7,670 7,6696 3,10 0,226
Error residual 5 12,358 2,471 0,726
0,146
0.138

** Estadisticamente significativo
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Finalmente, se optimizaron los parametros y se alcanz6 la actividad maxima de 11,16 U/g
soporte durante la inmovilizacion de lipasa en octadecilo sepabead a pH de 6,62; 30 min
y fuerza idnica de 10 mM, con una actividad relativa obtenida de 81,50%, y 74,0% de
rendimiento de inmovilizacion de lipasa en ocatadecilo sepabead.

Las técnicas de adsorcion, han demostrado producir biocatalizadores que presentan altas
retenciones de actividades cataliticas, aunque este principio es valido solo para enzimas
puras. La inmovilizacion de extractos heterogéneos, por ejemplo, mezclas de proteinas o
extractos crudos, usando métodos de adsorcion interfacial en soportes hidrofobicos, han
demostrado ser procesos selectivos de inmovilizacion de lipasas'®. Ademads, esta técnica
permite en un solo paso inmovilizar, concentrar, purificar e hiperactivar concentraciones
pequedias de lipasas presentes en extractos crudos*'®'*!5, En este aspecto, Palomo y col.15
emplearon la combinacion de dos soportes hidrofobicos: octil-agarosa y octadecilo sepabead
con los que lograron purificar en octil-agarosa e inmovilizar en octadecilo sepabead la lipasa
de Bacillus thermocatenulatus (BTL2).

El soporte hidrofobico octadecilo sepabead se parece a la interface formada por los sustratos
naturales de la lipasa. La adsorcion interfacial puede producir un congelamiento de la estructura
de la enzima en su forma abierta y de esta manera incrementar la aparente afinidad de la
enzima por el sustrato', ademas de la hiperactivacion. Los resultados obtenidos demuestran
una adsorcion selectiva al soporte hidrofobico pero no se produce hiperactivacion marcada
como describen diversos autores'"'*!5. En este estudio se us6 para-nitrofenil palmitato como
sustrato, un acido carboxilico de cadena larga; por el contrario, Palomo y col.' emplearon la
adsorcion hidrofébica para inmovilizar las lipasas de Candida antartica (fraccion B), Mucor
miehei y Candida rugosa a octadecilo-sepabead y usaron como sustratos para-nitrofenil
propionato y etil-butirato, de esta forma demostraron hiperactivacion de 2 a 5 veces, para
etil-butirato pero no con él para-nitrofenil propionato, probablemente el etil butirato, al
ser un compuesto mas pequefio, puede acceder facilmente al centro activo, por lo tanto la
hiperactivacion depende de la fuente de enzima y del sustrato.

CONCLUSIONES
Se optimizo el proceso de inmovilizacion de la lipasa producida por Marinobacter sp CH27
a las condiciones de pH 6,62; 30 min y fuerza iénica de 10 mM, con una actividad relativa de
81,50%, y rendimiento de inmovilizacion de lipasa en ocatadecilo sepabead de 74,0%
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