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Introduccion. Las lipasas constituyen un grupo
importante de enzimas en aplicaciones biotecnolégicas
por su versatilidad para catalizar reacciones de sintesis e
hidrdlisis de acilglicéridos (1,2). La producciéon de altos
niveles de las lipasas microbianas no solo requiere de
eficientes sistemas de expresion sino también del
entendimiento de los mecanismos moleculares, que
gobiernan su actividad permitiendo entender la relacion
estructura-funcién (1).

El objetivo de este trabajo fue expresar el gen de una
lipasa termoalcaléfila de G. thermoleovorans CCR11 y
realizarle mutaciones dirigidas en la region de la “tapa”
de la lipasa y analizar el efecto de estas mutaciones.

Metodologia. Para la recuperacién y clonacion de lipasa
denominada liPACCR11 se disefiaron dos
oligonuclettidos a partir de secuencias reportadas para
lipasas de Bacillus y Geobacillus. El producto de PCR fue
clonado en un vector denominado pET-lipACCR11
utilizando a E. coli BLR(DE3) como hospedadora. Se
modifico la regién hidrofébica que cubre al sitio activo y
gue es denominada la “tapa” en las lipasas a través
mutaciones dirigidas, eliminando 9 aminoacidos que
forman parte de esta estructura; esta lipasa se denominé
lipLiIdCCR11. El gen mutante fue clonado en el vector
pXa-lipLiIdCCR11 y expresado en E. coli JM109(DE3).
Las células con actividad lipolitica fueron identificadas en
medio de cultivo solido adicionados con IPTG 0.1 mM, y
ampicilina 100 mg/mL para las células con el vector pXa-
lipLIdCCR11 e IPTG 1.0 mM y kanamicina 50 mg/mL
para células con el vector pET-lipACCR11, ambos
medios fueron suplementados con rodamina B al
0.001%, las células que poseen actividad lipolitica
fluorecen bajo luz ultravioleta a A de 365 nm. La actividad
enzimatica se analizo por la técnica descrita por Nawani
et al. (1998). Se determiné la temperatura, pH éptimo y
preferencia de sustrato de cada una de las lipasas
recombinantes utilizando p-nitrofenilo como sustrato.

Resultados y discusién. Utilizando la reaccién de PCR
se recuperd un fragmento de aproximadamente 1.2 kpb
que al ser clonado mostré actividad lipolitica, Figura 1a,
este gen fue mutado y expresado en E. coli, mostrando
actividad en medios con rodamina B, Figura 1b. La lipasa
liPACCR11 mostré un tamafio en geles SDS-PAGE de
aproximadamente 47 kDa, mientras que la lipasa
lipLiIdCCR11 mostr6 un tamafio aproximado de 56 kDa,
debido a la presencia de una proteina de fusion de 13

kDa. Las caracteristicas bioquimicas de cada una de las
lipasas recombinantes se muestran en el cuadro 1.
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Figura 1. Células de E. coli con actividad lipolitica. a) con el
vector pET-lipACCR11; b) con el vector pXa-lipLidCCR11.

Cuadro 1. Caracteristicas bioquimicas de la lipasa nativa y las
lipasas recombinantes.

Temp. pH Preferencia | Actividad
Optima | 6ptimo de Especifica
(°C) sustrato (U/mg)
lipACCR11 40 9.0 C:16 201,000
lipLidCCR11 40 8.0 C:6-C:8 65
Lipasa nativa 60 9.0 Cc:10 5,500

Conclusiones. A partir de reacciones de PCR fue
posible amplificar y clonar el gen lipACCR11 de G.
thermoleovorans CCR11 el cual mostré un aumento de
36 veces mas actividad con respecto a la lipasa nativa.
Este gen fue mutado en la region de la “tapa” mostrando
cambios en la preferencia de sustrato con respecto a
lipasa lipACCR11 y la lipasa nativa. Estos cambios
pueden relacionarse a modificaciones en los sitios de
unién, especificamente en la regién de la “tapa”, la cual
podria estar actuando como sitio de unién para sustratos
de mayor tamafio. De igual manera la actividad
enzimatica en la lipasa mutante fue disminuida, debido
probablemente a la exposicién del sitio activo, ya que la
“tapa” puede actuar como una barrera que protege el sitio
activo. Ambas lipasas recombinantes mostraron
disminucion en la temperatura Optima debido
probablemente a la incapacidad de E. coli de plegar
correctamente a las lipasas recombinantes.
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