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Introduccién. En adicidn a su significado biolGgico, la bioconversiOn de
lipidos, las lipasas tienen muchas aplicaciones en el area de tecnologia de
alimentos, ciencias biomédicas y en la industria quimica. El uso de estas
enzimas como catalizadores ha aumentado debido a su alta eficiencia en
sistemas de solventes organicos. A nidulans es un hongo muy importante
debido al grado de conocimiento que se tiene de su estructura genética y a
la facilidad para obtener mutantes.

Dentro del grupo de trabajo se encontré actividad lipolitica en A. nidulans
PW1. Se trabaj6 en la obtenciéon de mutantes que no produjeran lipasa y se
encontr6 que dicha enzima se reprime por carbono por un mecanismo
independiente del represor creA (1). Posterior a estos trabajos, otros grupos
han observado la presencia de actividad lipolitica en este microorganismo
(2) y recientemente se reportd la purificacion y caracterizacion de una
lipasa activa a bajas temperaturas (0-20°C) para la cepa de A. nidulans
WG312 (3). Aun asi, se conoce poco sobre las lipasas producidas por A.
nidulans y no se sabe cdémo ocurre la regulacion de estas enzimas, por lo que
es interesante profundizar estudios en esta area. El presente trabajo se
centr6 en la purificacion de la lipasa de A. nidulans y en la caracterizacion
bioquimica de la misma.

Metodologia. LOS experimentos se realizaron en matraces Erlenmeyer de 250
mL (volumen de trabajo de 50 mL). La enzima se purifico siguiendo la
siguiente estrategia: a) filtracion del extracto crudo (Millipore), b)
liofilizacién, c) tratamiento de la muestra con éter (1:5), d)centrifugacion
durante 15 min a 14,000 rpm, e) cromatografia de filtracion en gel
(Ultrogel ACA-54) usando Tris 0.2 M, pH 7.5 como amortiguador, f)
ultrafiltracion (Amicon, membrana de YM 30) y g) cromatografia de
intercambio i6nico (Econo-Pack) con gradiente lineal de 61 M NaCl con
acetatos 0.5 M, pH 5.2 como amortiguador. La actividad enzimatica se
cuantifico por el método espectrofotométrico con o-nitrofenil laurato (4).

Resultados y Discusion. Se establecié una estrategia de purificacion para la
enzima con la que se obtuvo un factor de purificacion de 59.84 y un
porcentaje de rendimiento de actividad de 56.25. Los resultados de la
caracterizacion bioquimica mostraron como condiciones de reaccion 6ptimas
del ensayo de actividad de la enzima un pH de 8.5y una temperatura de
40°C. Se observ6 que la enzima es resistente a un rango de pH de 811
durante 12 h a 37°C y de 68 durante 24 h a 37°C. En cuanto a la
temperatura, se determiné que la enzima conserva el 80% de su actividad
en un rango de 30 a 70°C durante 15 y 30 min. A 80°C se observé que la
enzima pierde el 50% de su actividad después de 15 min y el 80%
después de 30 min.

Se present6 una marcada activacion de la enzima al adicionar Co» y Fe» a
concentraciéon 1 mM y se obtuvo un efecto negativo con los iones Cux, Fes,
Hg» y Zn=» a concentraciones 1 y 10 mM. Se determiné que la enzima
tiene un peso molecular de 37 KDa y un punto isoeléctrico de 4.5. Al
determinar la especificidad de sustrato se vié que la enzima hidroliz6
preferencialmente sustratos de cadena corta y mostr6 su actividad maxima
con tributirina.

Conclusiones. La lipasa de A. nidulans PW1 caracterizada es termoalcalofilica
y tiene un peso molecular de 37 KDa y un pl de 4.5. Los resultados
mostraron que la enzima tiene un peso molecular de 37 KDa y conserva el
80% de su actividad en un rango de temperatura de 30 a 70°C durante 15
y 30 min y en un rango de pH de 8 a 11 durante 12 horas a 37°C.

Esta enzima es diferente de la ya reportada para la cepa de A. nidulans
WG312.
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