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Introduccion.

Las triacilglicerol lipasas son una clase de enzimas que
estan encargadas del rompimiento de los enlaces éster
de triglicéridos. Estas enzimas son conocidas por su
amplia gama de aplicaciones en diversas industrias. Sin
embargo en el caso del latex de Carica papaya hasta la
fecha solo se ha identificado un miembro de la familia de
las lipasas clase 3 [1]. Asi mismo, este tipo de enzimas
han demostrado ser eficaces en distintas reacciones de
interés industrial como produccion de lipidos analogos a
la leche materna [2] y precursores de antiflamatorios no
esteroidales [3].

Este trabajo de investigacion estd dedicado a la
expresién y purificacién de la lipasa CpLipl de Carica
papaya, con el propdsito de poder llevar a cabo su
posterior caracterizacion bioquimica.

Metodologia.

La clonacion de la triacilglicerol lipasa CpLipl se realiz6
de acuerdo a [4]. El crecimiento y produccién de la
enzima se realizé utilizando el medio YPG. La actividad
enzimética fue determinada por hidrélisis de aceite de
oliva, proteina por el método de Bradford.

Purificacion fue realizada mediante cromatografia de
afinidad.

Resultados.

El curso del crecimiento microbiano demuestra un
maximo de actividad lipolitica de CpLipl de (3.7 + 0.26
U/mL empleando aceite de oliva como sustrato)
alcanzado a las 48h. El cultivo fue centrifugado vy filtrado
para su posterior purificacion.

Posteriormente el extracto fue diafiltrado como Ultimo
paso de preparacion de la muestra para purificacion y en
un gel de electroforesis la proteina muestra un peso
aproximado de 50-55 kDa

Para la purificacién de la proteina recombinante se
empleo un gradiente de imidazol en el cual la actividad
de la proteina fue detectada al principio del gradiente.
Alcanzando un total de 25 U/mg de proteina de actividad
especifica como se muestra en la tablal.

Tabla 1. Purificacion de Clipl

Extracto Cromatografia de
concentrado afinidad
Actividad lipolitica total 87 55
)

Proteina Total (mg) 25 2.2

Actividad Espt?cmca 3.48 25
U/mg proteina

indice de purificacién 1 7.18

%Recuperacion 100 70

Posteriormente se determind la preferencia por tamafo
de cadena en hidrdlisis de triglicérido de diferente largo
de cadena, resultando preferencial por aceite de oliva y
un extracto parcialmente puro de 11 = 0.26 U/mL sobre
este sustrato.

Conclusiones.

CpLipl fue clonada y expresada por primera vez de
forma funcional en P. pastoris. Ademas se obtuvo un
extracto parcialmente puro para continuar con ensayos
de caracterizacion bioquimica, dicho extracto presenta
una preferencia por triglicéridos de cadena larga en
reaccion de hidrdlisis.
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