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Introduccion. Las lipasas son enzimas ubicuas
presentes en microorganismos, animales y plantas (1,
2). Son capaces de catalizar reacciones de hidrdlisis,
sintesis, transesterificacion e interesterificacion. Se
caracterizan por su alta especificidad, robustez y
generacion de productos con alta pureza y calidad.
Debido a que las enzimas mas estudiadas son de
origen microbiano, la blUsqueda a partir de otras
fuentes, asi como proveer su disponibilidad son temas
de interés en la actualidad (3).

El objetivo de este trabajo fue expresar
funcionalmente en una levadura una esterasa de
papaya (CpEST) bajo un sistema inducible con
metanol (pAOX1).

Metodologia. La secuencia codificante de CpEST se
clond en el vector pPICAZaB que contenia una Sefial
secretora N-terminal y se transform6 en células
electrocompetentes K. phaffii. Se usé Zeocina (100
mg/mL) como marcador de seleccién y tributirina al 1%.
El constructo fue confirmado por PCR de colonias y
secuenciacion. La produccion de enzimas se realizd
con la adicién de metanol al 0.5 % cada 24 h durante
cuatro dias. El sobrenadante obtenido fue empleado
para determinar la actividad enzimatica en pNPB (5).
La presencia de la enzima en el sobrenadante fue
verificada por SDS-PAGE.

Resultados. Se identificaron 11 colonias que formaron
halo de hidrélisis en medio de placa de agar
suplementado con tributirina (Fig. 1a).

Fig. 1. Seleccién e identificacion de clonas positivas que expresan
el gen de CpEST. a) Formacion de hidrdlisis en medio
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marcador 100pb; 1 y 2: amplicon de 1237pb (CpEST).

Un amplicon de aproximadamente 1237 pb, demostré
la presencia del gen CpEST integrado dentro del
genoma de la levadura seleccionada (Fig. 1b), cuya
construccion de plasmido y enzima se transformé con
éxito. La actividad enzimatica maxima determinada fue
de aproximadamente 43 U/mL (Fig. 2a).
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Fig. 2. Produccidon heteréloga de la enzima CpEST. a)
Determinacion de actividad lipasa en pNPB. b) SDS-PAGE de
sobrenadante. M: marcador molecular; lineas 1 y 2: sobrenadante.
Las flechas rojas sefialan a la enzima recombinante.

El peso molecular teérico estimado para CpEST fue de
38 KDa aproximadamente (Fig. 2c). Sin embargo,
estudios previos reportaron una diferencia de 3 KDa
entre lo obtenido por prediccibn molecular y lo
observado en SDS-PAGE (4). Esto se observo en el
presente trabajo y probablemente se debe a que la
proteina estaba glicosilada.

Conclusiones. Se logré la expresién funcional de la
esterasa de C. papaya mediante una levadura.
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