=2 XVI Congreso Nacional de

=N
(
S

i
S

21 al 26 de Junio de 2015 Guadalajara, Jalisco, México.

inm Biotecnologia y Bioingenieria
)

Quadalajara

METODO ESPECTROFOTOMETRICO PARA LA CUANTIFICACION D E ACTIVIDAD DE
LIPASAS ACIDAS BASADO EN INDICADORES DE PH CON TRIG LICERIDOS.

Maria de los Angeles Camacho Ruiz', Juan Carlos Mateos Diaz', Frédéric Carriére, Jorge Alberto Rodriguez’;
'Unidad de Biotecnologia Industrial, Centro de Investigacion y Asistencia en Tecnologia y Disefio del Estado de
Jalisco A.C., Guadalajara, Jalisco, México, CP: 44270; ? EIPL, UMR 7282, Marsella, Francia.
email: mariangelcro0O@hotmail.com

Palabras clave: lipasas acidas, triglicéridos, indicadores de pH.

Introduccién. Las lipasas (EC 3.1.1.3) son enzimas
solubles que actidan naturalmente en triglicéridos
insolubles (1). Estan presentes en bacterias, hongos,
plantas y animales. Han sido ampliamente utilizadas en
la industria de alimentos, cosméticos, detergentes y
farmacéutica (2). En particular las lipasas acidas (como
las géstricas) son enzimas extremdfilas que tienen un rol
importante en la digestién de lipidos. Se pueden obtener
nuevas lipasas aislandolas de fuentes naturales o usando
métodos clasicos de ingenieria genética o evolucién
dirigida. Estos estudios requieren métodos de
determinacion de actividad lipasa que sean convenientes,
sensitivos y especificos; que puedan realizarse mediante
ensayos continuos con sustratos estables; y que puedan
emplearse para la blsqueda y seleccién de alto
rendimiento (HTS). Los métodos de HTS para lipasas se
realizan comuUnmente con  sustratos  sintéticos
cromogénicos no apropiados (3); ademas, para lipasas
acidas existen muy pocos.

En este trabajo se  propone un método
espectrofotométrico compatible con HTS para lipasas
acidas que emplea triglicéridos como sustrato.

Metodologia . La actividad de la lipasa gastrica de conejo
(RGL) y la lipasa gastrica recombinante de perro (rDGL),
fue determinada con un método espectrofotométrico
implementado en nuestro laboratorio, basado en el
trabajo previo de (4). El método consiste en la medicion
indirecta de &cidos grasos liberados, a partir de la
hidrélisis de triglicéridos (TG(4:0) o TG(8:0)), empleando
indicadores de pH. La emulsion fue preparada como
sigue: Un volumen de 50 mM de sustrato (disuelto en
tert-butanol) conteniendo 5 mM verde de bromocresol
(para pH 5.0) o 10 mM 3,4-dinitrofenol (para pH 5.5), se
mezclaron vigorosamente en vértex con 9 voliumenes de
solucion de reaccion. La solucién de reaccion incluia 2.5
mM de tampén (malatos pH 5.0 o succinatos pH 5.5), 150
mM NacCl, 3 mg/mL B-CD, 2 mM NaTDC, 1.5 uM BSA. Se
depositaron 20 ul de enzima, diluida apropiadamente, en
una microplaca de 96 pozos y se afadi6 100 ul de
emulsiéon. La reaccién se siguié mediante el decremento
de absorbancia (610 nM para pH 5.0 y 410 nM para pH
5.5) en un lector de microplacas a 37°C. Se realizaron
blancos sin enzima, ensayos por triplicado y curvas
estandar de acido butirico (BtA) u octanoico (OcA). Una
unidad corresponde a 1 uymol de acidos grasos liberados
por minuto.

Resultados . La pendiente de las cinéticas de actividad
enzimatica aumenté proporcionalmente  conforme
aumentd la concentracién de enzima (Fig. 1). La RGL
tuvo una actividad enzimatica a pH 5.0 de 330+15U/mg y
103+8U/mg en TG(4:0) y TG(8:0), respectivamente. La
rDGL tuvo una actividad enzimatica a pH 5.5 de
237£15U/mg y 256+36U/mg enTG(4:0) y TG(8:0),
respectivamente.
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Fig. 1. Cinéticas de actividad en funcién de la concentracién de enzima.

RGLapH5.0(AyB),oderDGL apH5.5(CyD).

Conclusiones . ElI método propuesto es util en la
cuantificacién de la lipdlisis de triglicéridos de cadena
corta y mediana (TG(4:0) o TG(8:0)) a pH 5.0 y 5.5. Este
método puede ser ampliamente utilizado para el cribado
de actividad de lipasas acidas, como las lipasas
gastricas.
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