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Introduccion. Las lipasas son enzimas que catalizan la
hidrélisis de triacilglicéridos a acidos grasos libres y
glicerol, aunque también son capaces de -catalizar
reacciones de esterificacion, tiolisis, inter vy
transesterificacion entre otras. Estas enzimas son
estables en solventes organicos y muestran una amplia
especificidad hacia diversos sustratos, lo que las hace
biocatalizadores interesantes para la industria y la
sintesis organica. La lipasa B de Candida antarctica
(CalB) es la mas utlizada a nivel industrial por su
estabilidad en solventes organicos ademas de su
capacidad para actuar en un amplio rango de
temperatura y pH (1). Aunado a esto, CalB no necesitar
una activacion interfacial. Dadas las caracteristicas de
CalB, en nuestro laboratorio ha sido posible desarrollar
una amplia gama de reacciones que incluyen la sintesis
de éteres de xilitol y acido oléico y la sintesis e hidrolisis
de amidas en particular moléculas analogas a la
capsaicina (2,3).

Por todo lo anterior, surge el interés de buscar, aislar,
expresar y caracterizar una lipasa estructuralmente
analoga a CalB, con el fin de analizar sus propiedades,
en particular su eficiencia y espectro de especificidad.

Metodologia. Se realizaron blUsquedas en bases de
datos utilizando a CalB como templado, andlisis de
modelamiento por homologia. Se aisl6 el cDNA que
codifica para la lipasa hipotética LipE de ustilago maydis
a partir de mRNA mediante la reaccion con la
transcriptasa reversa y PCR. Se clondé y expreso
heterologamente en E. coli coexpresando chaperonas, y
Pichia pastoris. La determinacion de la actividad
enzimatica se realizo siguendo la cinética e la hidrdlisis
del paranitrofenil palmitato (pNPP).

Resultados y discusién. Al realizar busquedas en bases
de datos, encontramos un marco de lectura abierto que
codifica para una lipasa hipotética “LipE” en el genoma del
hongo ustilago maydis mejor conocido como huitlacoche,
con un 70% de identidad y un 80% de similitud con CalB.
Debido a la similitud consideramos a esta enzima lipolitica
como un posible catalizador alternativo a CalB para llevar
a cabo reacciones de sintesis organica. Los analisis de
modelamiento por homologia de esta proteina sobre la
estructura de CalB mostraron que, a pesar de las
diferencias en estructura primaria, tanto los residuos
cataliticos como aquellos que le dan estabilidad a los
sustratos se encuentran presentes, asi como el dominio
de tapa abierto caracteristico de esta enzima (figura 1 a 'y

b). EI cDNA de LipE fue clonado y expresado
heterologamente en E. coli origami DE3, asi como CalB
(control positivo). LipE no se encuentra soluble en E. coli,
para contender con este problema, se cointegro la
chaperona GroEl para favorecer el correcto plegamiento
de la proteina. Con estas condiciones. LipE presenta una
actividad de 12.8 mU/L de cultivo utilizando pNPP como
sustrato, asi mismo, la caracterizacion bioquimica vy
cinética de LipE fue realizada. Actualmente se esta
evaluando el sistema de expresion con Pichia pastoris.
Este es el primer trabajo en donde se identifica una
enzima con caracteristicas estructurales similares a CalB,
por lo que puede ser buen candidato para el desarrollo de
un biocatalizador con actividad lipasa.

Histidina

Figura 1. Modelo por homologia de LipE sobre CalB a)
estructura terciaria, b) Aminoacidos del sitio catalitico

Conclusiones.

Mediante buUsquedas en bases de datos, analisis de
modelamiento por homologia se logré identificar una
proteina con caracteristicas estructurales similares a
CalB. El gen de LipE fue aislado del microorganismo
Ustilago maydis. El gen LipE fue clonado y expresado
heterologamente en E. coli, en forma soluble
cointegrando la chaperona GroEl al sistema.

Se logro obtener a la enzima LipE de forma activa (12.8
muU/L) en el sistema de expresién de E. coli.
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