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Introduccion. Las lipasss (triacilglicerol hidrolasass EC
3113) = encuentran ampliamente digtribuidas  en
animdes, plantas y microorganismos (1). Estes enzimas
exhiben un gran potencid en glicadones comercides
cadizan una vaiedad de reacciones hbiotecnolGgicamente
rdevantes,  eg, produccion de  &iidos  grasos,
interedtificacion de grases y péptidos. Con respecto a la
golicacion  indugtrid, las  lipasass de  microorganismos
termdfilos han despertado un gran interés, ya que suden
s més termoestables y resistentes a la desnaturdizacion
quimica que las producidass por sus contrapartes
mesofilicos (2).

El objetivo del presente trabgo fue purificar y caracterizar
pacidmente una lipasa extracdular producida por una
bacteriatermdfilaaidadaend ITV.

Metodologia. Se andizd la produccion de lipasss de 11
Bacillus termdfilos adados de agues temdes de “H
Carizd” Veracruz, en placas con tributirina y con aceite
de dliva y rodamina B. Se sdecciond la cepa que presantd
mayor productividad de lipasa. La actividad lipolitica se
deermind mediante € méodo colorimétrico utilizando p-
Nitrofenil-laurato como sudrato (3). La produccion de la
enzima s indyo utilizando 25% de aceite de dliva e
incubando a 55°C y 150 rpm. La lipasa extracdular fue
purificada por didfiltrafiltracion (500 kDa),
isodlectroenfoque  preparativo (Rotofor?) y  dectroducion.
Las fracciones con mayor actividad y pureza obtenidas de
isoelectroenfoque  fueron  concentradas  por  ultréfiltracion
(10 kDa) y s= emplearon paa la caacterizacion (peso
molecular, punto isodéctrico, especificidad de sudrato,
efecto dedl pH, temperaiura, iones metdicos, inhibidores, y
solventes organicos sobre la actividad y edtabilided de la
lipasa).

Resultados y discuson. Se encontraon 4 cepas con
actividad lipolitica Se digid a Bacillus thermoleovorans
CCR11 por presentar la mayor produccion de enzima
(6068 U/ml). Después de la didfiltracion (500 kDa) se
obtuvo un 100% de rendimiento y wun factor de
purificacion de 6, y después dd isodectroenfoque d factor
de rendimiento obtenido fue de 27%.

La lipasa CCR11 tiene un punto isoeéctrico de 6; € peo
molecular determinado por SDSPAGE es de 11kDa (Fig
1a), pero en condiciones nativas forma agregados de 190
kDa (Fig. 1b). Tiene un pH ¢ptimo de 9 y una temperatura
Optima de 60°C. Es estable en un intervalo de pH de 5 a
11,y conservad 76% de su actividad después de 1 horade
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Fig. 1. a) SDS PAGE dela lipasa CCR11 después de
diafiltraci 6n-isoel ectroenfoque-€el ectr oel ucion. b) Zimograma en
condiciones nativas

incubacion a 60°C. La enzima es activada por iones Ca™ e
inhibida por iones Hg'3 PMSF, SDS, Tween 80 y Tween
20. Conserva su actividad en presencia de Tritdn %100, ?-
mercaptoetanol 'y 2 propanol. La enzima mostrd una
macada prefarencia por  éteres de  p-nitrofenilo  con
gruposacilo C:10.

Conclusiones. Bacillus thermoleovorans CCR11 produce
una lipasa termodcadfila d crecer en presencia de aceite
de diva E isodectroenfoque preparativo fue un método
efectivo para la purificacion de la lipssa E peso
molecular de 11 kDa de la lipasa CCR11 la conviete en la
lipasa de menor peso molecular reportado en la literatura
Por las caacteristica mostradas la lipasa de Badillus
thermoleovorans CCR11 es atractiva para su posble
golicacion en biocatdiss.
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