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Introduccion. Las lipasas son enzimas que catalizan la
hidrélisis de triacilgliceroles en una interfase aceite/agua,
cuya actividad depende de la naturaleza de la propia enzima
asi como de las condiciones de ensayo (1). El
microorganismo de estudio, Bacillus pumilus GMAL, fue
aislado en las aguas termales de Los A zufres, Michoacan. Su
lipasa presenta actividad a pH 10.5y 50°C, ademés de tener
preferencia por &cidos grasos de cadena corta. Las lipasas
termoactivas y, en general, aguéllas que presentan actividad
en ambientes extremos, han cobrado importancia industrial
dado que sus caracteristicas las hacen mas adecuadas para
procesos que requieren de condiciones que resultan
desnaturalizantes para la mayoria de las enzimas (2). En
este trabajo se andliza la lipasa de B. pumilus GMA1 con
técnicas bioquimicas con €l fin de determinar sus posibles
aplicaciones.

Metodologia. B. pumilus se inocul6 en medio liquido de
BHI adicionado con tributirinaa 1%, y se incubd durante 24
h a 37°C. La actividad lipolitica se determin6é tanto
mediante la titulacion de los acidos grasos liberados como a
través de un método espectrofotométrico utilizando o-
nitrofenil-laurato como sustrato. El extracto crudo se
saturé con (NH4),SO, (80%), y €l precipitado obtenido se
disolvio en buffer de fosfatos (pH 8.0). Posteriormente se
cargd en una columna de Superosa 12, pre-equilibrada con
buffer de fosfatos 0.2 M, pH 8.0. Las fracciones que
presentaron actividad lipolitica se concentraron en Centricon
y se corri6é un gel SDS-PAGE a 12% para observar su perfil
electroforético. El extracto enzimético semipurificado se
caracterizé en cuando a la afinidad por sustrato, perfil de
actividad contra pH y temperatura, especificidad posicional
y actividad en solventes organicos.

Resultados y Discusion. El curso de la fermentacién fue
monitoreado mediante la evaluacion del crecimiento celular,
la actividad lipoliticay e pH (Fig. 1). El microorganismo
alcanz6 su méximo desarrollo a las 24 h de incubacién a
37°C, y su actividad lipolitica se manifiesta desde |a etapa
lag de crecimiento. Para la determinacién de la actividad
lipolitica mediante los métodos sefialados fue necesaria la
seleccidn de las condiciones adecuadas para el ensayo (pH
10.5 a 50°C) con € fin de asegurar la estabilidad de la
enzima. El buffer seleccionado fue CHES 50 mM vy, en €
caso del método titulométrico, se utiliz6 una emulsion de
tributirina @ 5% como sustrato El extracto crudo
concentrado con (NH4)2S04 tiene un factor de
enriquecimiento de 7. La subsecuente cromatografia en una
columna de filtracién en gel resulta en la elucién de un pico
a los 10 min, € cua presenta la maxima actividad (9.7

Ul/mL). El perfil eectroforético de esta fraccién en un gel
SDS-PAGE a 12% con tincion de plata muestra una banda
en la region de pesos moleculares de 30 a 20 kDa. Los
resultados del proceso de cromatografia de intercambio
ionico permiten detectar dos picos con actividad lipolitica.

Este resultado debe ser corroborado mediante
microsecuenciacion para determinar a cué de las enzimas
presentes en el microorganismo corresponden las secuencias
genéticasy enzimaticas previamente caracterizadas (2).
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Fig.1 Cinéticade crecimiento y produccion de lalipasade
B. Pumilus GMAL a 37°C en presencia de tributirina al 1%

Conclusiones.

Se determind que una fermentacion de 24 h apH 7.2 a37°C,
son las condiciones que favorecen una mejor produccion de
la lipasa. La actividad lipolitica maxima del extracto
purificado es de 9.7 Ul/mL bajo las condiciones de ensayo.

Se observé que el método titulométrico es el més adecuado
parala determinacion de la actividad lipolitica, en relacion a

método con ONFL, dado que este dltimo manifiesta
actividad de esterasas. El microorganismo parece presentar
dos proteinas con actividad lipolitica.
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