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Introduccién. Las lipasas (triacilglicerol hidrolasas
(E.C.3.1.1.3) que catalizan reacciones de hidrélisis y de
sintesis de cadenas de acilglicéridos) tienen actualmente
amplia aplicaciéon en la industria aimentaria y
farmacéutica (1). De especial interés cientifico e industrial
son las lipasas producidas por microorganismos
extremofilos, ya que son capaces de funcionar
Optimamente en condiciones extremas de reaccion y
presentan alta resistencia a la presencia de solventes
organicos (2). En el Instituto Tecnoldgico de Veracruz se
aidé a la bacteria termdfila Bacillus thermoleovorans
CCR11, y se ha purificado y caracterizado parcialmente a
la lipasa termoal cal 6fila que produce.

El objetivo del presente trabajo es la caracterizacion
molecular de la lipasa producida por Bacillus
thermoleovorans CCR11.

Metodologia. A partir del DNA tota de B.
thermoleovorans CCR11 se amplifico por PCR el gen que
codifica para una lipasa, utilizando dos juegos de
oligonucledtidos: uno disefiado en base a lo reportado por
Bell et al., (1999) (3) (LIP1FB y LIP1RB), y otro disefiado
a patir de secuencias reportadas para lipasas
termoalcalinas (LiplF y LiplR). Los productos de PCR
fueron purificados con columnas de purificacion Wizard
PCR Clean Up System (Promega), y secuenciados
utilizando el méodo Tag FS Dye Terminator Cycle
Sequencing Fluorescence-Based Sequencing en el Instituto
de Biotecnologia, UNAM. La expresién de los productos
de PCR se rediz6 utilizado un vector de expresion
PinPoint Xa™, que genera una protefna de fusion, y se
utiliz6 a E. coli JIM109 como célula hospedera. La
determinacion de la actividad lipolitica en las células de E.
coli IM109 se realiz6 en placas de agar conteniendo caldo
nutritivo suplementado con aceite de oliva 2.5%, cloruro
de sodio 4 g/l, ampicilina 0.1 mg/ml, IPTG 100 uM,
biotina 2 uM, y Rodamina B 0.001%. El andlisis de las
secuencias de nucledtidos y de aminoécidos se realizd
utilizando e programa Blast de la NCBI
(http://www.nchi.nim.nih.gov/blast/) y € programa
CLUSTALW (http://www.ebi.ac.uk/). Para la prediccion
de la estructura de la lipasa se utiliz6 la base de datos de
PredictProtein structure prediction
(http://cubic.bioc.columbia.edu/pp/).

Resultados y discusion. Utilizando los oligonucledtidos
LIPIFB y LIP1RB se obtuvieron dos bandas de 1.5y 1.3
kb, y utilizando los oligonuclettidos LiplF y LiplR se
obtuvo una banda de 1.4 kb. La secuencia de nucledtidos
de las bandas de 1.5 kb y 1.4 kb mostr6 un homologia
mayor al 89% con secuencias de genes de lipasas
reportadas para Bacillus termdfilos. El fragmento de 1.5 kb
fue clonado y expresado, obteniéndose dos colonias de E.
coli IM109 que mostraron actividad lipolitica (halos de
hidrdlisis cuando fueron expuestas a luz ultravioleta, como
lo muestralafigura 1).
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Fig. 1. Crecimiento de E. coli JIM109 en medio de cultivo con
Rhodamina B bajo luz UV. Las cepas 3 y 6 muestran actividad
lipolitica.

La secuencia de aminoacidos predicha para el fragmento
de 1.5 kb mostré tener un 89-97% de semejanza con otras
lipasas de microorganismos termdfilos, asi como contar
con las regiones conservadas: e pentapéptido
GlyXSerXGly y los residuos aminoacidos de His, Ser y
Asp que forman a la triada catalitica. La probable
estructura de la lipasa de Bacillus thermoleovorans CCR11
posee un 95% de similitud con la lipasa de Bacillus
stear othermophilus P1(4), encontrandose €l residuo de Ser
entre la hoja B5 y la hélice a4, €l residuo de His entre la
hojap9y lahéice al3, y e residuo acido entre la hoja 38
y lahélice al2.

Conclusiones. Por medio de PCR fue posible obtener un
gen que codifica para una lipasa de Bacillus
thermoleovorans CCR11 que muestra una ata homologia
con otros genes de lipasas de Bacillus termdfilos.
Utilizando el vector de expresion PinPoint Xa™ y E. coli
JM109 fue posible expresar € gen de la lipasa,
obteniendose una proteina con actividad lipolitica. Sin
embargo, el gen amplificado parece codificar para una
lipasa de mayor tamario a la producida y caracterizada en
B. thermoleovorans CCR11 por Castro L. (2003) (5), por
lo que resta e andisis bioquimico de la lipasa
recombinante.
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