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Introduccién:La L-aspartasa (L-aspartatoamoniacoliasa
E.C. 4.3.1.1) cataliza la aminacion reversible del acido
fumarico y a excepcion de iones metalicos divalentes, no
requiere la presencia de otros cofactores (1). La Enzima
aspartasa de Bacillus cereus es una proteina intracelular
por lo que requiere de un método eficaz para la obtencién
de extractos libres de células. La eleccion de este método
depende del microorganismo que se esté utilizando y la
cantidad de proteina requerida y del tipo de analisis que se
va a llevar a cabo (2).

El objetivo de esta investigacion fue desarrollar un método
rapido y simple para la obtencion de un extracto
enzimatico con actividad aspartasa de Bacillus cereus
utilizada para la biosintesis del aminoacido L-aspartico,
empleando la técnica de ultracentrifugacion sin el uso de
enzimas liticas.

Metodologia. El cultivo de las células de Bacillus cereus y
la obtencion del paquete celular fueron realizadas de a
cuerdo a técnicas previamente establecidas (3). El paquete
celular obtenido se resuspendé en solucién amortiguadora
de fosfatos y sometido a ultracentrifugacion a 127,127Xg
por un tiempo de 30 minutos (metodologia 1) y 60 minutos
(metodologia 2) a una temperatura de 0°C. Posteriormente
se determind la actividad enzimatica aspartasa del extracto
y el debris celular obtenidos asi como de células completas
que sirvieron como control. El estudio cinético se llevd a
cabo, en reactores tipo batch. La reaccion se monitoreo
espectrofotométricamente por el consumo de sustrato
(fumarato de amonio) a 240 nm, bajo agitacion constante
a 250 rpm a 37°C. Se tomaron alicuotas de 250uL a
determinados intervalos de tiempo. Se realizd la
determinacion de proteina por el método de Peterson y
PAGE-SDS para monitorear y determinar la presencia de
la aspartasa derivada de la extraccion.

Resultados. En las figura 1 y 2 se muestran los resultados
comparativos de las metodologias probadas (1 y 2) que
muestra valores semejantes de consumo de sustrato tanto
para extracto celular como para debris, pero con una
pequefia ventaja en la metodologia 1 que muestra valores
mayores de biotransformacion del acido fumarico en 4cido
aspartico. Los resultados de la electroforesis también
fueron satisfactorios ya que se observa la presencia de la
banda correspondiente a peso molecular 76 Kd semejante
a los reportados en la literatura (1).
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Figural Cinética de consumo de sustrato utilizando la
metododologia 1:células nativas ([1),extracto celular (m),
debris(A)
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Figura2 Cinética de consumo de sustrato utilizando la
metodologia 2: células nativas (m), extracto celular ((J), debris
(®).

Conclusiones: El extracto enzimatico con actividad
aspartasa obtenido por ultracentrifugacion a 127,127Xg,
por 30 minutos, presento una actividad enzimatica de
2.6E-05 M.mg/ml equivalente al 68.4%, la actividad para
debris fue 1.07E-05 M.mg/ml equivalente al 28.15%
comparadas con la actividad presentada por las células
completas de 3.8E-05 M.mg/ml.
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