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Introduccién. Las lipasas (E.C. 3.1.1.3) catalizan la
hidrélisis de triacilgliceroles en una interfase agua-lipido y
la reaccion inversa en medio no acuoso. Debido a esta
versatilidad y su facilidad de produccion, las de origen
microbiano son de importancia industrial y biotecnolégica.
Particularmente, en la industria de productos lacteos, las
lipasas se han utilizado en la maduracion de quesos, ya
que los acidos grasos liberados por accion hidrolitica de
éstas influyen en su sabor y olor caracteristico [1].

El propdsito de este estudio fue determinar los
parametros cinéticos y la especificidad de sustrato de la
lipasa madura de B. pumilus QC, aislado de queso Cotija
y compararla con una lipasa de B. pumilus GMA1 en las
mismas condiciones experimentales.

Metodologia. El gen de la lipasa madura de B. pumilus
QC se amplificé y clono6 en el vector de expresion pET-
22b(+). La lipasa se expreso en células de E. coli BL21
(DE3). La enzima recombinante, LipAQC-6H, se indujo
con IPTG (0.5mM, 3 h), fue purificada por cromatografia
de afinidad (resina Protino Ni-IDA, Macherey Nagel) y
caracterizada. Se midié espectrofotométricamente la
liberacidon enzimatica de p-nitrofenol a partir de p-
nitrofenil acetato (pNFA) 500 uM, ajustando los datos de
las curvas de progreso de la reaccién con el programa
ENCORA v.1.2. Se evalué la especificidad de sustrato
con pNFA, pNFButirato, pNFDecanoato y pNFLaurato
(100 pM, respectivamente). Mediante cromatografia de
gases se obtuvo el perfil de acidos grasos libres (AGL)
producto de la hidrdlisis enzimatica de grasa butirica a
diferentes tiempos (0, 24 y 48 h) [2].

Resultados y discusién. La secuencia putativa de
aminoacidos (aa) de la lipasa madura de B. pumilus QC
(LipAQC) comparte una identidad del 96% (7 aa
diferentes) con la de B. pumilus GMA1 (LipAGMA1),
perteneciendo a la familia de lipasas 1.4 [3]. Se calcularon
el peso molecular y punto isoeléctrico de LipAQC-6H con

Tabla 1. Parametros cinéticos de las enzimas recombinantes.

pH ':EZ;' Al Enzima k(';r"*r‘“""nﬂ’)s K?H*ME)’S ( n:‘icgtﬁ Sv"l"‘)
o5 o o |IPAQCGH | 64306 +109| 84140 =444 | 0764
LipAGMA1-6H| 41013 +207| 724.95 +468| 0566
o5 2 034y |PAQCGH | 789.95 +465| 122406 831 | 0645
LipAGMA1-6H| 421.02 +27.5| 1008.16 228 | 0418
55 55 0o4 |IPAQCBH | 100975 722| 112236 1017 0.900
LipAGMA1-6H| 54137 +478| 986.63 819 | 0549
s o0 o |PAQCGH | 567.91 =111| 59569 =152| 0.953
LipAGMA1-6H| 383.87 51 | 633.08 +280| 0606

el programa ProtParam (www.expasy.ch), siendo de 20.5
kDa y 9.45 respectivamente, valores que se comprobaron
experimentalmente (SDS-PAGE e IEF). Respecto a la
caracterizacion cinética (Tabla 1), la k. de LipAQC-6H
fue mayor con respecto a LipAGMA1-6H en todas las
condiciones probadas. La composicién de la mezcla de
reaccion utilizada en estos ensayos, pretendioé simular las
condiciones en que se llevaria a cabo la maduracién de
quesos. En la Fig. 1 se presenta el perfil de &acidos
grasos liberados en la hidrdlisis de grasa butirica con
ambas enzimas. Se observa que ambas tienen una
especificidad similar, por acilglicéridos de cadena corta
(C4-C6). Estos resultados coinciden con los obtenidos en
los ensayos con p-nitrofenil ésteres. La mayor proporcion
de hidrdlisis se lleva a cabo en las primeras 24 h, aunque
la LipAQC-6H continta funcionando 24 h mas.
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Fig. 1. Especificidad hacia grasa bultirica.

Conclusiones. La diferencia en la secuencia de ambas
lipasas se refleja en una mayor velocidad catalitica, pero
no en la especificidad de sustrato. LipAQC-6H tendria un
mejor comportamiento cinético en la maduracion de
quesos, en donde que se prefiere la liberacidén de acidos
grasos de cadena corta y mediana.
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