Estudio de las propiedades cataliticas de la lipasa de Bacillus pumilus GMA1
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Introduccién. Las lipasas termoactivas y, en general.
Aquellas que presentan actividad en ambientes extremos,
han cobrado importancia industrial dado que sus
caracteristicas las hacen mas adecuadas para procesos que
requieren de condiciones gque resultan desnaturalizantes para
la mayoria de las enzimas. Bacillus pumilus,
microorganismo de reciente aislamiento, manifiesta
actividad lipolitica en un rango de 45- 50°C y pH 10.0, y
conserva el 63% de su actividad a 60°C durante 30 minutos;
estos valores representan propiedades interesantes, no
comunes en muchas lipasas.

Metodologia. La estabilidad del extracto crudo frente a
diferentes valores de pH y temperatura fue determinada
espectrofotométricamente a 410nm por el método de ONFL.
En el primer caso seincubd lalipasadurante 12 y 24 horas a
diferentes valores de pH. Los amortiguadores (0.1M)
utilizados fueron: pH de 6.0-8.0 con fosfatos, pH 8.5-10.5
con CHESYy pH 11.0-11.5 con fosfatos/NaOH. Mientras que
para €l ensayo de temperatura. Se determind la actividad
residual después de incubar en CHES 0.1M pH 10. El
efecto de surfactantesy cationes sobre la actividad se analizé
por incubacion de la enzima durante 1h a 30°C en
amortiguador fosfatos 0.1M, pH 8 y se determind la
actividad residual. Finalmente, se evalué el efecto de
solventes hidrof dbicos sobre la actividad lipolitica a valores
controlados de Aw (0.1-0.75).

Resultados y Discusion. Respecto a las velocidades de
inactivacion los resultados indican que, la lipasa conserva
su actividad en un rango de pH 9-10 durante las 24 horas de
incubacion. Y a evaluar laestabilidad frente a temperatura,
conserva la actividad lipolitica en un rango entre 40-50°C,
mientras que decrece un 50% después de 30 min de
incubacion. El efecto de surfactantes no i6nicos como el
Span 80 y Tween 80, producen un incremento de la actividad
lipolitica a baja concentracion. Esto coincide con lo
observado para la lipasa de B. pumilus donde el Tween 80
provocé un incremento del 30% al 0.1%, y el Span 80 no
tuvo efecto al 0.1%, pero si  disminuy6 la actividad en un
10% al 1% de concentracion. El Triton no tuvo un efecto
significativo (< 10%). En el caso de B. pumilusse ensayaron
los cationes Cu?*, Ca®* y Fe?*, obteniendo un efecto
negativo parael Cu?*y Fe** en ambas concentraciones, con
una severa disminucién para el ion Cu®**  a concentracion
10mM. También se observa un incremento en la actividad
con la presencia de Ca®*  en concentracion 1mM,
comportamiento que se ha observado en diferentes lipasas.

Respecto al SDS, provocé una disminucion del 70% a
concentracion 10mM .

Efecto de surfactantes sobre la
estabilidad del extracto crudo
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Fig. 1 Efecto de los detergentes (0.1 y 1%) sobre la actividad
lipoliticadd extracto crudo
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Fig. 2 Efecto de losiones divalentes Cu?* Ca**y Fe*' y
compuesto SDS sobre la actividad lipolitica.

Conclusiones. La estabilidad de la actividad frente a
temperatura de ambas lipasas, |as hacen adecuadas para su
utilizacion en catélisis con solventes. EI Tween 80% es un
surfactante que ayuda a estabilizar la actividad lipolitica y
produce un incremento a diferentes concentraciones (0.1% y
1%). El efecto del SDS a altas concentraciones produce una
severa disminucion de laactividad paralaenzima
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