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RESUMEN

Las lipasas constituyen un grupo de enzimas que catalizan la hidrdlisis de
triacilgliceroles para liberar acidos grasos y glicerol en una interfase agua-lipido. Las de
origen microbiano son de importancia industrial y biotecnolégica, ya que tienen un gran
potencial de aplicacién en areas como alimentos, farmacéutica, agronomia, quimica, etc.
Particularmente en la industria de productos lacteos, las lipasas desempenan un papel
importante en la maduracion de quesos, ya que los acidos grasos liberados por la accion
hidrolitica de estas enzimas contribuyen en la aparicion de sabores y olores
caracteristicos.

En 2006, Garcia-Saturnino report6 la presencia de una cepa de Bacillus pumilus
con marcada actividad lipolitica, en un aislado de queso Cotija, un producto lacteo
tradicional mexicano, proveniente del municipio de Santa Maria del Oro Jalisco, México.
Sin embargo la actividad lipolitica de este microorganismo no habia sido caracterizada.

El presente trabajo tiene por objetivo desarrollar la caracterizacidon bioquimica de la
lipasa de Bacillus pumilus QC, denominada asi por el medio del que fue aislado, el queso
Cotija.

La region que codifica para una lipasa madura de Bacillus pumilus QC fue
amplificada, secuenciada, clonada y sobre-expresada en células de Escherichia coli BL21
(DE3). El producto correspondiente, la lipasa recombinante LipAQC-6H (con 6 residuos de
His en el extremo C-terminal) fue purificado y caracterizado.

La secuencia silvestre del gen lipA consta de 543 pares de bases y codifica para la
lipasa madura, una proteina de 181 aminoacidos. El analisis de la secuencia de
aminodacidos de la lipasa, deducida a partir de la secuencia de nucledtidos, revela la
presencia del pentapéptido consenso Ala-X;-Ser-X,-Gly caracteristico de las lipasas del
género Bacillus. Una busqueda con BLAST dentro de la base de datos de proteinas
revela una identidad de 96 % de LipAQC con la lipasa de B. pumilus GMA1.

La caracterizacion de la actividad lipolitica de la lipasa recombinante consistio en
determinar: los parametros cinéticos, k..t Y K, usando p-nitrofenil acetato como sustrato;
la especificidad de sustrato hacia p-nitrofenil ésteres de distinta longitud de cadena; y el
perfil de acidos grasos liberados por la hidrdlisis lipolitica de grasa butirica. Dichos
parametros fueron comparados con los que presenta la lipasa recombinante de Bacillus

pumilus GMA1, LipAGMA1-6H, bajo las mismas condiciones de reaccion.



El analisis de la actividad lipolitica de LipAQC-6H indica que, a pesar de que la
lipasa interactia con sustratos con un amplio rango de longitud de cadena (C2:0-C18:0),
ésta presenta una marcada preferencia por sustratos de p-nitrofenil ésteres de longitud de
cadena corta (C4:0 y C6:0), lo cual coincide con lo observado en el perfil de acidos grasos
obtenido a partir de la hidrolisis de grasa butirica.

La caracterizacion bioquimica de la lipasa recombinante de Bacillus pumilus QC y
su comparacion con la de B. pumilus GMA1 puede contribuir a comprender su posible

potencial en aplicaciones industriales y/o biotecnoldgicas.



ABSTRACT

Lipases belong to an enzymatic group that catalizes the hydrolysis of
triacylglycerides, liberating fatty acids and glycerol, in the lipid-water interfase. Microbial
lipases have industrial and biotechnological relevance; they have enormous potential
applications in areas such as food, pharmaceutical, agronomy, chemical, etc. Particularly,
in the dairy industry, lipases play an important role in cheese ripening, because they
contribute to the characteristic flavor of cheese.

Garcia-Saturnino (2006) reported the presence of a strain of Bacillus pumilus
isolated from Cotija cheese (a Mexican traditional product from Santa Maria del Oro,
Jalisco) with a significant lipolytic activity. However, its lipolytic activity has not been
characterized.

The purpose of this investigation is to perform the biochemical characterization of
the lipase produced by Bacillus pumilus QC, named after Cotija cheese.

The region encoding a mature lipase of Bacillus pumilus QC was amplified,
sequenced, cloned and over expressed in Escherichia coli (BL21) cells. The
corresponding product, the recombinant lipase LipAQC-6H (with six His residues in the C-
terminal region) was purified and characterized.

The wild-type sequence of gen lipA has 543 base pairs and codes for a mature
lipase, a 181 amino acids protein. The sequence analysis of the amino acids of the lipase,
deduced from the nucleotide sequence, reveals the presence of the Ala-X;-Ser-X,-Gly
pentapeptide consensus, characteristic of the lipases from Bacillus. A BLAST search
within the sequences in the data bases reveals an identity of 96% of LipAQC with the
lipase of B. pumilus GMA1.

The characterization of the lipolytic activity of the recombinant lipase consisted in
the determination of: the kinetic parameters k.. and K., with p-nitrophenyl acetate as
substrate; the substrate specificity to p-nitrophenyl esters with different chain length; and
the fatty acid profile obtained from the lipolytic hydrolysis of milk fat. Its properties were
compared to those of the recombinant lipase from B. pumilus GMA1, LipAGMA1-6H under
the same reaction conditions.

Despite that the enzyme interacts with substrates displaying a wide range of chain
lengths (C2:0-C18:0), the analysis of the lipolytic activity of LipAQC-6H indicates, a
marked preference for short-chain p-nitrophenyl esters substrates (C4:0 and C6:0), in

acordance with the fatty acid profile obtained from the milk fat hydrolysis.



The biochemical characterization of the recombinant lipase from B. pumilus QC
and its comparison with the one from B. pumilus GMA1, may help to understand its

potential in industrial and biotechnological applications.



1. INTRODUCCION

Las lipasas [triacilglicerol éster hidrolasas (E.C. 3.1.1.3)] constituyen un grupo de
enzimas que degradan los triacilgliceroles, para liberar acidos grasos y glicerol. Las
lipasas son las Unicas en catalizar la hidrodlisis de grasas en una interfase agua-lipido y
la reaccion inversa en un medio no acuoso [1].

Las lipasas se encuentran en todo tipo de sistemas biolégicos como animales,
plantas y microorganismos. Estos ultimos y sus enzimas se han utilizado para diversos
procesos industriales, médicos, ambientales y biotecnoldégicos, dado que en contraste
con las de plantas y animales, las lipasas microbianas extracelulares pueden ser
producidas en gran cantidad por fermentacion [2].

Las lipasas presentan un gran potencial biotecnoldgico, ya que pueden catalizar
reacciones de hidrdlisis/sintesis dependiendo de las condiciones que presente el medio
de reaccién. La variedad de aplicaciones industriales generadas en los ultimos afios es
el resultado de la investigacion de la relacién funcién-estructura y de la forma en como
efectuan su catalisis (propiedades cataliticas). Por lo que, la caracterizacion bioquimica
de las lipasas es necesaria para que éstas puedan ser utilizadas mas eficientemente
[1,3].

Las lipasas han sido utilizadas extensamente en la industria de lacteos para
potencializar el sabor a queso, acelerar la maduracion de quesos, hidrolizar la grasa de
la leche y crema, y manufacturar productos con sabor a queso. Las lipasas empleadas
pueden ser de animales o microorganismos. La eleccion de estas enzimas es critica
dado que el perfil final de los acidos grasos liberados se debe a su selectividad y
consecuentemente dicta el sabor y aroma del producto resultante [4]. La hidrdlisis de la
grasa de leche durante la maduracién de los quesos, se debe a las enzimas lipoliticas
endogenas (Lipoproteina de la leche, LPL, o las secretadas al medio por los
microorganismos presentes), y dependiendo de la variedad del queso, a las enzimas

exégenas adicionadas [5].

1.1. Lipasas.

Las lipasas son enzimas que catalizan la hidrdlisis de enlaces éster carboxilicos
de triacilgliceroles produciendo acidos grasos y glicerol [6,7]. Los sustratos naturales de

las lipasas son triacilgliceroles con un largo de cadena superior a diez atomos de
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carbono, los cuales tienen baja solubilidad en agua, por lo que la reaccion es catalizada
en una interfase agua-lipido (activaciéon interfacial) [7,12]. Las lipasas actuan en
diferentes posiciones de los enlaces éster y en condiciones distintas, por lo que también
son liberados, monogliceridos o diglicéridos con diferencias en las posiciones finales de
esterificacion [8].

En condiciones de baja actividad acuosa, las lipasas poseen la habilidad para
llevar a cabo la reaccion inversa, permitiendo la sintesis de ésteres (esterificacion), a
partir de alcoholes y acidos grasos libres, también pueden realizar reacciones de
alcohdlisis o transesterificacion, a partir de alcoholes y ésteres [2,7].

Las lipasas tienen un amplio rango de sustratos, sin embargo son altamente
especificas en catalisis quimio-, regio- y enantioselectiva. El potencial catalitico de las
lipasas puede ser incrementado y resultar mas selectivo mediante técnicas como
ingenieria genética y evolucion dirigida [7]. Las aplicaciones biotecnoldgicas que se han
establecido exitosamente usando lipasas son la sintesis de biopolimeros, la produccion
de biodisel, de farmacos enantiopuros, agroquimicos y compuestos con propiedades
saborizantes [9].

Los genes de muchas enzimas lipoliticas de bacterias han sido identificados,
clonados, expresados y las enzimas correspondientes se han caracterizado. La
secuencia de las lipasas revela un pentapéptido altamente conservado, el cual consiste
en Gly-X;-Ser-X,-Gly. Muchas de estas enzimas han sido cristalizadas y su estructura
tridimensional caracteristica se ha determinado, mostrando un patron de plegamiento

conservado, llamado a/f hidrolasa [10].

1.1.1. Estructura tridimensional.

Los estudios realizados a principios de los 90s con cristalografia de rayos X
ayudaron a elucidar la estructura de las lipasas y a comprender su funcionalidad. El
patron comun de plegamiento de todas las lipasas es una estructura a/f§ abierta tambien
llamada ao/f hidrolasa por su presencia en este tipo de enzimas [11]. La familia de
enzimas con plegamiento a/f hidrolasa estan relacionadas estructuralmente con
diversas funciones cataliticas. Los miembros de esta familia incluyen
acetilcolinesterasas, lipasas, tioesterasas, serina carboxipeptidasas, prolina
iminopeptidasas, prolina oligopeptidasas, haloalcano deshalogenasas, haloperoxidasas,

epoxido hidrolasas, hidroxonitrilo liasas y otras [10].
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El plegamiento a/f hidrolasa tipico consiste de una hoja B central formada por
ocho hebras B mayoritariamente paralelas, con la segunda hebra ($2) antiparalela al
resto, rodeada de seis hélices a (Figura 1- 1). Las hoja 3 central se curva en forma de
medio barril y presenta un torcimiento tal que la primera (B1) y la ultima hebra (38) estan
orientadas en un angulo de aproximadamente 90°C. Las hebras paralelas 33 a B8 estan
unidas por hélices a localizadas alrededor de la hoja 8 central, donde la primera (aA) y
ultima hélice (aF) se localizan a un lado de la hoja B central, mientras el resto de las
hélices se localizan en el lado opuesto de la hoja [10]. La curvatura de la hoja 8 central
puede variar significativamente a través de la distintas enzimas, al igual que la posicién
espacial de la hélices a [12].

La estructura de las lipasas conocidas hasta ahora obedece el plegamiento a/f3
hidrolasa con algunas variaciones. La lipasas de B. glumae, B. cepacia y C. viscosum
tienen 6 hebras paralelas en la hoja B central. La lipasa de S. exfoliatus presenta el
plegamiento completo con una hebra 8 antiparalela adicional como B9. Sin embargo la
mayor variacion se ha encontrado en las lipasas mas pequefas de Bacillus y las lipasas
con mayor peso molecular de las especies de Staphylococcus [12].

El sitio activo de enzimas con un plegamiento a/f hidrolasa consiste de tres
residuos: un residuo nucleofilico que puede ser serina, cisteina o aspartico, un residuo
acido que puede ser aspartico o glutdmico y un residuo invariable de histidina, siempre
en este orden en la secuencia de aminoacidos [12]. Dichos residuos de la triada
catalitica estan posicionados en asas que son las mejor conservadas dentro del
plegamiento. El residuo nucleofilico del sitio catalitico (Ser, Cys o Asp) se localiza en
una asa cerrada entre la hoja 5 y la siguiente hélice aC, un motivo estructural llamado
el “codo nucleofilico”, que permite el ataque eficiente del nucledfilo al sustrato. Un
aspecto importante del sitio activo es el arreglo espacial de los formadores de puentes
de hidrégeno, que conforman la “cavidad oxianidnica”, que estabiliza el estado de
transicion del oxianion de la reaccién catalizada [10]. El residuo acido catalitico (Asp o
Glu) esta localizado en el asa que conecta la hebra 7 con la hélice aE, mientras que la
histidina catalitica se encuentra en un asa que sigue a la hebra 38 de la hoja central.

En casi todas las lipasas estudiadas el centro catalitico esta cubierto por una o
mas vueltas superficiales. El largo y complejidad de ésta estructura anfipatica llamada
“tapa”’, depende de cada enzima [12,13,14]. Este subdominio se encuentra en el lado
carboxilico de la hoja B central, el cual tiene un papel importante en la definicién de la

forma y en la accesibilidad del sustrato a la enzima. La elucidacién de la estructura
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tridimensional de algunas lipasas revela que la activacion interfacial se debe a este
dominio o “tapa” que cubre el sitio activo [10,14]. La tapa puede consistir de una o dos
hélices a cortas o una region de asa. En ausencia de la interfase agua-lipido el sitio
activo se encuentra cubierto por la tapa, sin embargo, en la presencia de sustratos
hidrofdbicos, la tapa se abre, permitiendo que los residuos cataliticos tengan acceso al
sustrato. Sin embargo, no todas las lipasas presentan esta activacion interfacial,
notables excepciones son las lipasas de 19 kDa de B. subtilis y B. pumilus y la lipasa
pancreatica de cerdo, estas lipasas carecen de una tapa que cubra el sitio activo en la
ausencia de una interfase agua-lipido [12].

Asp

Figura 1- 1. Presentacién esquematica del plegamiento a/f hidrolasa. Las hebras B (1-8) se
presentan como flechas, las hélices a (A-F) se indican por cilindros. La posicion relativa de los
residuos de la triada catalitica (nucledfilo-histidina-acido) se indica por circulos [15].

1.1.2. Mecanismo catalitico.

Las lipasas son capaces de catalizar reacciones tanto en sistemas acuosos
(hidrdlisis) como en medios organicos (transesterificacion y sintesis). En las reacciones
de hidrolisis, actuan sobre el enlace éster del carboxilo presente en los triacilgliceroles
para liberar acidos grasos y glicerol. La actividad de estas enzimas recae principalmente
en la triada catalitica formada por el residuo nucleofilico, Ser (perteneciente al
conservado pentapéptido consenso Gly-X-Ser-X-Gly), el residuo acido (Asp o Glu) y el
residuo de Histidina [16]. Esta triada catalitica es similar a la observada en las proteasas

de serina, y por lo tanto, la catalisis procede en una manera similar a éstas [12].
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El mecanismo para la hidrdlisis o formacion de ésteres es esencialmente el
mismo para lipasas y esterasas y se puede describir en cuatro pasos, como se muestra
en la Figura 1- 2. Primero el sustrato se asocia a la enzima formando un complejo no
covalente enzima-sustrato. La nucleofilicidad del residuo de Ser de la triada catalitica es
aumentada por la transferencia del protén del grupo hidroxilo al anillo de imidazol de la
His catalitica, dejando a la Ser con carga negativa. Dicha transferencia es facilitada por
la presencia del acido catalitico (Asp o Glu) que por su carga negativa estabiliza la
protonacién de la His adyacente. Esto es seguido por el ataque del atomo de oxigeno
del grupo hidroxilo del residuo nucleofilico de serina activado sobre el carbono del
carbonilo del enlace éster susceptible del sustrato para formar el primer intermediario
tetraédrico. Este intermediario se caracteriza por una carga negativa en el atomo de
oxigeno del carbonilo del enlace éster y cuatro atomos ligados al atomo de carbono del
carbonilo con un arreglo tetraédrico. El intermediario es estabilizado por el macro dipolo
de la hélice aC y los puentes de hidrogeno entre el atomo de oxigeno del carbonilo
cargado negativamente (oxianion) y al menos dos grupos NH- de cadenas laterales, lo
que se conoce como cavidad oxianidnica. En esta etapa el componente acido del
sustrato es esterificado a la serina nucleofilica formando un complejo covalente acilo-
enzima y el componente alcohol es liberado. La siguiente etapa es el paso de
deacilacion, en la que ocurre el ataque de un nucledfilo (agua en hidrdlisis o alcohol en
alcoholisis) al intermediario covalente. La histidina catalitica activa la molécula de agua
tomando un protdn de ésta dejando un ion OH’, el cual ataca al atomo de carbono del
carbonilo del grupo acilo covalentemente ligado a la Ser. Un segundo intermediario
tetraédrico negativamente cargado se forma y estabiliza por las interacciones de la
cavidad oxianionica. Entonces, la His dona un proton al atomo de oxigeno del residuo
de Ser activada liberando al componente acilo formando un acido carboxilico o un éster.
Después de la difusién del producto, la enzima libre esta disponible para otro ciclo de
catalisis [12,15].
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Figura 1- 2. Mecanismo de reacciéon de Lipasas. (1) Asociacién del sustrato, activacion del
residuo nucleofilico de Ser por la His adyacente y ataque nucleofilico del carbono carbonilo del
sustrato por el O del grupo hidroxilo de Ser. (2) Intermediario tetraédrico estabilizado por
interacciones con dos grupos NH-. (3) Se libera la molécula de alcohol. El ion OH™ de la molécula
de agua activada por la His catalitica desarrolla un ataque nucleofilico al carbono del carbonilo
del intermediario covalente acilo-enzima. (4) El residuo de His dona un protén al atomo de
oxigeno de la Ser. El producto acilo es liberado. Imagen modificada de Jaeger y col.,1999.

1.1.3. Clasificacioén de lipasas bacterianas.

Jaeger y col. (1999) Introdujeron dos criterios para considerar a una enzima
lipolitica como lipasa “verdadera” [11,12]:

a) Ser activada cuando se encuentre en presencia de una interfase, es decir, su
actividad debe incrementarse notablemente cuando el sustrato forma una
emulsidn, fendmeno denominado activacion interfasial;

b) Presentar un oligopéptido que cubra el sitio activo de la enzima denominado
“tapa”, que al contacto con la interfase sea desplazado del mismo y permita la

entrada del sustrato para llevar a cabo la catalisis.
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De acuerdo con la especificidad de sustrato las lipasas pueden clasificarse en 3

grupos [7,17,18]:

Lipasas inespecificas: hidrolizan el enlace éster de cualquier posicion en el
triacilglicerol sin importar la saturacién ni longitud de la cadena con velocidades
de conversion muy similares. Estas enzimas pueden hidrolizar totalmente el
sustrato.

Lipasas especificas de acuerdo a posicion: sélo rompen los enlaces en las
posiciones 1 y 3 de triacilgliceridos y producen 2,3-digliceridos y 2-
monogliceridos. Después de un periodo largo el residuo de acido graso en el 2-
monoglicérido migra a la posicion numero 1 y genera 1-monoglicérido, que es
hidrolizado facilmente.

Lipasas especificas de acuerdo a acidos grasos: lipasas que discriminan con

base en la longitud y saturacién de cadena del acido graso.

Arpigny y Jaeger (1999) con el propdsito de contribuir a una rapida identificacion

y una facil caracterizacion de enzimas lipoliticas provenientes de bacterias clasificaron

mas de 50 esterasas y lipasas de bacterias agrupandolas en 8 familias con base en la

comparacion de los motivos de las secuencias de aminoacidos (homologia) y algunas

propiedades bioloégicas fundamentales de estas enzimas, sin embargo se han hecho

varias extensiones a la clasificacion original [6,11].

Familia I: Comprende a las lipasas verdaderas, las cuales incluyen aquellas

provenientes de Pseudomonas, organismos Gram-positivos y algunas otras lipasas. Es

dividida en 7 subfamilias:

Subfamilia 1.1: el peso molecular aproximado es de 30-32 kDa, ademas de ser
secretadas por la via tipo Il.

Subfamilia 1.2: presentan un peso molecular de aproximadamente 33 kDa debido
a una insercion en la secuencia de aminoacidos que forma una doble hoja -
antiparalela en la superficie de la molécula.

Subfamilia 1.3: se caracterizan por un peso molecular mayor al de las subfamilias
1.1y 1.2, (Pseudomonas fluorescens, 50 kDa; Serratia marcescens, 65 kDa) y la
ausencia de un péptido sefial y de residuos de cisteina. La secrecion de este
tipo de enzimas ocurre en un solo paso a través de la via tipo | (también llamada
exportador ABC).
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e Subfamilia I.4: lipasas conocidas de Bacillus, las cuales tienen en comun que en
el pentapéptido consenso el primer residuo de Gly es remplazado por un residuo
de Ala, quedando Ala-X;-Ser-X,-Gly. Son las lipasas mas pequenas
(aproximadamente 20 kDa) conocidas hasta ahora, y comparten poca similitud
de secuencia (15%) con las otras lipasas de Bacillus.

e Subfamilia 1.5: la similitud en la secuencia de aminoacidos entre estas lipasas es
mas del 91%, con masas moleculares de aproximadamente 45 kDa. Poseen 2
residuos de cisteina que participan en la formacién de un enlace disulfuro
responsable de la estabilidad térmica de la enzima.

e Subfamilia 1.6: con peso molecular de aproximadamente 75 kDa. Las lipasas de
Staphylococcus presentan gran similitud en su secuencia de aminoacidos y sus
propiedades bioquimicas, ademas de ser secretadas como precursoras de las
proteinas maduras. Entre las lipasas verdaderas, la de Staphylococcus hyicus es
la unica que presenta una actividad fosfolipidica considerable.

o Subfamilia 1.7: su region central presenta una similitud de aproximadamente
50%, comparadas con las lipasas de Bacillus subtilis y las de la subfamilia |.2.
Sin embargo no hay similitud entre la lipasa de Streptomyces cinnamoneus y
otras de Streptomyces conocidas hasta ahora.

Familia Il (GDSL): las esterasas que lo conforman no presentan el pentapéptido
convencional sobre el residuo de la serina, sino que presentan un motivo de secuencia
Gly-Asp-Ser-(Leu) [GDS(L)], el cual yace mucho mas cerca del N-terminal que en otras
enzimas lipoliticas.

Familia Ill: Exhiben un plegamiento auténtico de o/f hidrolasa y contienen una
triada catalitica tipica. Muestran aproximadamente un 20% de similitud en su secuencia
de aminoacidos con las isoformas intracelulares y plasmaticas del PAF-AH (“Platelet-
activating-factor acetylhidrolase”) humano, las cuales son proteinas monomeéricas.

Familia IV (HSL): la integran lipasas de bacterias, que exhiben una considerable
similitud en la secuencia de aminoacidos con respecto a la HSL de mamiferos (lipasas
sensibles a hormonas). Estas presentan una relativa alta actividad a bajas temperaturas
(menos de 15 °C).

Familia V: Proceden de bacterias mesdfilas (Pseudomonas oleovorans,
Haemophilus influenzae, Acetobacter pasteurianus), psicréfilas (Moraxella sp.,
Psychrobacter immobilis) y termdfilas (Sulfolobus acidocaldarius). Estas proteinas

comparten una similitud significativa en su secuencia de aminoacidos (20-25%) con
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enzimas no lipoliticas llamadas epoxido hidrolasas, deshalogenasas y haloperoxidasas,
las cuales poseen una estructura o/f hidrolasa asi como la triada catalitica.

Familia VI: las enzimas de esta familia son las esterasas mas pequefas
conocidas actualmente con un peso molecular de aproximadamente 23-26 kDa.
Exhiben una similitud en la secuencia de aminoacidos de aproximadamente 40% con
lisofosfolipasas eucariéticas (fosfolipasas A, independientes de Ca?").

Familia VII: son esterasas de bacterias con un peso molecular de
aproximadamente 55 kDa, que comparten un 40% de similitud y 30% de identidad en la
secuencia de aminoacidos con acetilcolina estearasas eucarioticas y carboxilestearasas
de higado e intestino.

Familia VIII: esta formada por enzimas de aproximadamente 380 residuos vy
muestran una considerable similitud con varias B-lactamasas clase C. El sitio activo de
estas esterasas involucra un motivo conservado de Ser-X;-X,-Lys en la parte N-
terminal. Sin embargo Kim y col. (1994) han sugerido que en el sitio activo se presenta
una secuencia Gly-X;-X,-Gly, por lo que es necesaria mas informacion estructural para

describir claramente esta familia de estearasas.

1.1.4. Fuentes de obtencion.

Las lipasas se encuentran ampliamente distribuidas en la naturaleza y son
producidas por plantas, animales y microorganismos [11]. Las lipasas de origen
microbiano, principalmente bacteriales y fungicas, representan la clase mas
ampliamente empleadas en aplicaciones biotecnologicas a causa de la variedad de
actividades cataliticas disponibles, la versatilidad de sus aplicaciones, la facilidad de su
produccion en masa y de su manipulacion genética [9].

Las lipasas de bacterias son en su mayoria extracelulares y su produccion es
influenciada por factores nutricionales y fisicoquimicos como temperatura, pH, fuentes
de nitrégeno y carbono, presencia de lipidos, sales inorganicas, agitacion y
concentracion de oxigeno disuelto. Las lipasas se producen generalmente en la
presencia de una fuente de lipidos como aceite o cualquier otro inductor como
triacilgliceroles, acidos grasos, ésteres hidrolizables, tweens, sales biliares y glicerol [7].

A pesar de las numerosas fuentes disponibles de bacterias productoras de
lipasas, soOlo unas pocas son explotadas comercialmente, ya sean silvestres o
recombinantes. De éstas los géneros de mayor importancia son: Achromobacter,

Alcaligenes, Arthrobacter, Bacillus, Burkholderia, Chromobacterium y Pseudomonas.



INTRODUCCION

Cabe senalar que cepas taxondmicamente cercanas pueden producir lipasas de
diferentes tipos. Para muchas de las aplicaciones comerciales de las enzimas es
necesario un cierto grado de pureza dependiendo de la aplicacion final (ej. Industria

farmacéutica o de cosméticos) [7].

1.1.5. Aplicacién industrial.

Las lipasas representan un grupo extremadamente versatii de enzimas
bacterianas extracelulares que son capaces de desarrollar una variedad de reacciones
importantes. El papel fisiologico de las lipasas es hidrolizar los enlaces éster
carboxilicos en diglicéridos, monoglicéridos, acidos grasos y glicerol. En adicion a su
funcién natural las lipasas pueden catalizar reacciones de esterificacion,
interesterificacion y transesterificacion en medios no acuosos. Esta versatilidad hace a
las lipasas enzimas con aplicaciones potenciales en la industria de alimentos,
detergentes, farmacéuticos, agroquimicos, pieles, textiles, cosméticos, perfumeria,
papel, uso como biosensor y en bioremediacion [9].

Las lipasas aisladas de diferentes microorganismos han sido estudiados
extensamente y con base en sus propiedades (peso molecuar, pH y temperatura
Optima, estabilidad, especificidad de sustrato, etc.) usadas en varias industrias. Las
lipasas son valiosos biocatalizadores a causa de su alta estabilidad en solventes
organicos, especificidad de sustrato y el comportamiento quimio-, regio- y
enantioespecifico que usualmente presenta su catalisis [9].

Hasan y col. (2006) resumen algunas de las aplicaciones de lipasas en
diferentes industrias:

Industria de los detergentes: La aplicacion mas importante para lipasas
hidroliticas es su adicién a detergentes, los cuales son utilizados principalmente en
hogares y lavanderias industriales. En 1994, Novo Nordisk introdujo la primera lipasa
recombinante, Lipolase proveniente del hongo Thermomyces lanuginosus y que fue
expresada en Aspergillus oryzae. En 1995, dos lipasas bacterianas fueron introducidas
al mercado, Lumafast proveniente de Pseudomonas mendocina y Lipomax procedente
de Pseudomonas alcaligenes, ambas producidas por Genecor Internacional [9].

Industria alimenticia: La modificacion de grasas y aceites tiene gran potencial
como substitutos de productos como la mantequilla de cacao. La posicion, longitud y
grado de insaturacién de los triacilgliceroles influyen fuertemente, no sélo en las

propiedades fisicas, sino también en el valor nutrimental de los alimentos. Ademas, los
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acidos grasos producidos por la accién hidrolitica de lipasas, pueden determinar la
aparicion de sabores y olores deseables o desagradables. Por ejemplo, en la industria
lactea se usan lipasas para la hidrolisis de la grasa de leche, la aceleracion en la
maduracién de algunos quesos y la modificacion de grasa en crema y mantequilla. Se
han desarrollado preparaciones de lipasas microbianas para la manufactura industrial
de queso: Mucor meihei (Piccnate, Gist-Brocades; Palatase M, Novo Nordisk), A. nigery
A. oryzae (Palatase A, Novo Nordisk; Lipase AP, Amano; Flavour AGE, Chr. Hansen) y
muchas otras [9].

Industria farmacéutica: La lipasa de Candida rugosa ha sido usada para
sintetizar lovastatina, un medicamento que disminuye los niveles de colesterol. La lipasa
de Serratia marcescens es utilizada en la hidrélisis asimétrica del 3-fenilglicinato, el cual
es un intermediario clave en la sintesis de clorhidrato de diltiazem, un vasodilatador
ampliamente usado [9].

Industria del papel: El "pitch" es una resina de la madera compuesta de
triacilgliceroles y ceras que causa pegajosidad en el proceso de obtencion de papel,
dando como resultados un papel disparejo y con huecos. Para evitarlo Nipoon Paper
Industries en Japon, desarrolld un método que controla esta resina utilizando la lipasa
de Candida rugosa que hidroliza mas del 90% de los triacilgliceroles presentes [9].

Industria cosmética: Algunos derivados de retinol usados en productos para el
cuidado de la piel, son preparados por reacciones cataliticas de lipasas inmovilizadas.
La lipasa inmovilizada de Rhizomucor miehei es utilizada como biocatalizador para
produccion emolientes con mejor calidad [9].

Produccidn de biodisel: La lipasa inmovilizada de P. cepacia es usada en la
transesterificacion de aceite de soya con metanol y etanol en la biusqueda de fuentes
alternativas de combustible. Novozym 435 ha sido utilizada también en la produccién de
este biodisel. Novozym 435 y Lipozyme IM han sido usadas en la preparacion de etil

ésteres de acidos grasos de aceite de ricino [9].

1.2. Lipasas del género Bacillus.

Dentro del género Bacillus estan clasificados los bacilos aerobios capaces de
formar endoesporas y que presentan un gran numero de especies debido a cierta
ambigiedad en su clasificacion original. Son bacilos largos, formadores de
endoesporas, presentan reaccion de Gram positiva y reaccion catalasa positiva. Se ha

reconocido como un género normalmente no patdégeno para el humano.
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Bacillus subtilis es tal vez la bacteria mas estudiada después de Escherichia coli.
Su genoma, proteoma y secretoma ha sido estudiado en gran detalle. Las lipasas
producidas y secretadas por B. subtilis tienen sustancial interés biotecnoldgico y han
sido identificadas, clonadas y caracterizadas.

La lipasa LipA de B. subtilis es codificada por el gen lipA, el cual ha sido clonado,
expresado y la correspondiente enzima de 19 kDa purificada y cristalizada. Esta es la
primer estructura tridimensional (3D) determinada para la familia de lipasas 1.4 [19]. Su
estructura 3D, como se puede ver en la Figura 1- 3, revela un plegamiento a/f hidrolasa
compacto con 6 hebras B paralelas (carece de las 2 primeras hebras [ de el
plegamiento candnico) acomodadas en una hoja B central rodeada por 5 hélices a, dos
de un lado de la hoja central y las otras 3 en el lado opuesto [20]. El sitio activo de LipA
formado por los residuos Ser77, Asp133 e His 156 (los cuales se encuentran cercanos
en la estructura) al igual que los residuos que forman la cavidad oxianionica (lle12,
Met78) se encuentran en posiciones similares a las observadas en otras lipasas de
estructura conocida. Sin embargo, no se encuentra presente el dominio de la “tapa” y el

nucleofilo del sitio activo (Ser77) se encuentra expuesto [19,21].

Figura 1- 3. Estructura tridimensional de la lipasa LipA de B. subtilis. Se indican los residuos de
la triada catalitica conformada por Ser77, Asp 133 e His 156. Las letras N y C indican los
extremos N-terminal y C-terminal respectivamente [21].
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Varias publicaciones describen la clonacidon, expresiéon, purificacién vy
caracterizacion bioquimica de las lipasas de especies de Bacillus. La purificacion de las
lipasas de Bacillus para su caracterizacion bioquimica y estudios cristalograficos es
dificil, principalmente debido al mecanismo regulador de su sintesis, el cual suele dar
como resultado bajos niveles de produccion. La purificacion de muchas lipasas de
Bacillus se complica aun mas por el uso de sustratos hidrofébicos como inductores para
la produccién de la lipasa. El problema de baja produccion y dificultades asociadas con
los procedimientos tradicionales de purificacion de proteinas puede ser aliviado por la
sobre-expresion de los genes que codifican las lipasas de Bacillus como proteinas
recombinantes en sistemas de expresion eficientes, seguido por la purificacién por
cromatografia de afinidad [6].

Una comparacion de las lipasas maduras pertenecientes a la subfamilia 1.4,
producidas por B. subtilis, B. licheniformis y B. pumilus, revela proteinas de 181
aminoacidos, las cuales comparten una identidad en la secuencia de aminoacidos del
80%. Las lipasas de B. licheniformis y B. pumilus tienen una identidad en la secuencia
de aminoacidos de 96%. El analisis computacional y los datos experimentales de estas
lipasas sugieren que son proteinas extremadamente basicas con valores de pl
superiores a 9.2 y pesos moleculares (PM) de aproximadamente 19 kDa. Es notable
que estas lipasas carecen de residuos de cisteina, implicando la ausencia de puentes
disulfuro que estabilicen la molécula. La retencién completa de la actividad en presencia
de agentes reductores como DTT y 2-mercaptoetanol confirman esta ausencia. Esto
sugiere que estas proteinas asumen una estructura terciaria flexible que puede facilitar
cambios conformacionales. Estas lipasas son termolabiles y su actividad decrece
significativamente a temperaturas mayores de 45°C sin embargo exhiben una actividad
optima en condiciones alcalinas, con un maximo a valores de pH entre 9.5y 12 [6].

Las lipasas de B. thermocatenulatus, B. stearothermophilus y B.
thermoleovorans constituyen un grupo adicional de lipasas del mismo género, la
subfamilia 1.5. Los genes de las lipasas de esta subfamilia codifican para proteinas
maduras de 388 residuos de aminoacidos. La similitud en la secuencia de aminoacidos
entre estas lipasas de Bacillus es mas del 91% con masas moleculares de
aproximadamente 43 kDa y valores de pl de 6.2. Estas lipasas poseen dos residuos de
cisteina en las posiciones 64 y 295. El tratamiento de estas lipasas con -
mercaptoetanol o DTT reduce la actividad de las lipasas en un 15%, tal vez debido a

que el puente disulfuro contribuye a la estabilizacion. Este grupo de lipasas es
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termoestable y retiene actividad a temperaturas mayores de 50°C. Y a pesar se su alta
identidad en la secuencia de aminoacidos (mayor al 91%) estas muestran diferentes
valores de pH éptimo. La lipasa de B. thermocatenulatus exhibe maxima actividad a pH
8.5, la lipasa de B. stearothermophilus a pH 9.5, mientras la de B. thermoleovorans
tiene maxima actividad a pH 7.5 [6].

En la Tabla 1- 1 se resumen caracteristicas bioquimicas de algunas lipasas
producidas por microorganismos del género Bacillus, en la cual se observa que son

enzimas alcalofilas.

Tabla 1- 1. Propiedades bioquimicas de lipasas del género Bacillus [jError! Marcador no

definido.].
Lipasas de Bacillus | Masa Molecular Punto pH Temperatura de
(kDa) isoeléctrico 6ptimo estabilidad

Subfamilia .4

B. licheniformis 19.2 9.46 10-11.5 <45
B. subtilis 19.3 9.25 10 <45
B. pumilus 19.3 9.43 9.5-10 <45
Subfamilia .5

B. thermocatenulatus 43.2 6.37 8.5 >50
B. thermoleovorans 43.1 6.19 7.5 >50
B. stearothermophilus 43.2 6.15 9.5 >50

A pesar de la poca identidad (menos del 15%) en la secuencia de estas dos
familias de lipasas de Bacillus (1.4 y 1.5), a diferencia de las lipasas de otros géneros
que presentan el pentapéptido conservado de Gly-X-Ser-X-Gly alrededor de la serina
nucleofilica activa, el pentapéptido consenso encontrado en las lipasas de Bacillus es
Ala-X;-Ser-X,-Gly. Donde un residuo de Ala reemplaza el primer residuo de Gly, X; es
un residuo de His en ambas familias, pero X, es Met y GIn en la subfamilia 1.4 y |.5
respectivamente [6]. En la Figura 1- 4 se muestra un alineamiento de algunas

secuencias de lipasas de éstas familias.
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Subfamilia 1.4
B. pumilus AEHNPVVMVHGIGGASYNFFSIKSYLATQGWDRNQLYAIDFIDKTGNNRNNGPRLSRFVE 60
B. licheniformis AEHNPVVMVHGIGGASYNFASIKSYLVGQGWDRNQLFAIDFIDETGNNRNNGPRLSREVE 60
B. subtilis AREHNPVVMVHGIGGASFNFAGIKSYLVSQGWSRDELYAVDFWDKTGTHNYNNGEVLSREVQ 60
ttt!!!**t****k**:** ‘****x. *1‘_*::*:!:** ****A* LR Wr!**:
B. pumilus DVLDETGAKKVDIVAHSMGGANTLYYIENLDGGDEIENVVT IGGANGLVSSRALPGTDEN 120
B. licheniformis DVLDETGAKEVDIVAHSMGGANTLYYIKNLDGGDEIENVIPIGGANGLVSSRALPGTDPN 120
B. subtilis KVLDETGAKKVDIVAHSMGGANTLYY IKNLDGGNKVANVVTVGGANRLTTGKALPGTDEN 120
‘***:***w***t**itt*i!!**ktk******:+: +*:.:t+ii !_:.:********
B, pumilus QRILYTSVYSSADLIVVNSLSRLIGARNILIHGVGHIGLLTSSQVKGYIKEGLNGGGONTN 181
B, licheniformis ORILYTSVYSSADLIVVNSLSELIGARNVLIHGVGHIGLLTSSQVEGYIKEGLNGGGONTN 181
B. subtilis QKILYTSIYSSADMIVMNYLSRLDGARNVQIHGVGHIGLLYSSOVNSLIKEGLNGGGONTN 181
*******:*****:*k:* * ok ke !***: EEEEE S EE S S t**i:. LR R R RS LRSS 5 X
Subfamilia 1.5
B. thermocatenulatus ASPRANDAPIVLLHGFTGWGREEMLGFEYWGGVRGDIEQWLNDNGYRTYTLAVGPLSSNW 60
B. thermoleovorans ARSRANDAPIVLLHGFTGWGREEMFGFEYWGGVRGDIEQWLNDNGYRTYTLAVGPLSSNW 60
B. stearcthermophilus ASPRANDAPIVLLHGFTGWGREEMLGFEYWGGVRGDIEQWLNDNGYRTYTLAVGPLSSNW 60
i:'******i**************:***11**1*!**2k***#***t*riir!!***t**
B. thermocatenulatus DRACEAYAQLVGGTUDYGARHAAKHGHhRFGRTYPGLLPELKRGGRVHIIAHSQGGQTRR 120
B. thermoleovorans DRACERYRQLVGGTVDYGAAHBAKHGHERFGRTYPGLLPELKRGGRLHIIAHSQGGQTAR 120
B. stearothermophilus DRACEAYAQLUGGTVDYGRAHAANDGHARFGRTYPGLLPELKRGGRVHIIAHSQGGQTAR 120
******t*******rt1itrr!*:.!**1********1***1**t1:wwrkkk*****if
B, thermocatenulatus MLVSLLENGSQEEREYAKAHNVSLSPLFEGGHHFVLSVTTIATPHDGTTLVNMVDETDRE 180
B. thermocleovorans MLVSLLENGSQEEREYAKAHNVSLSPLFEGGHHFVLSVTTIATPHDGTTLVNMVDFTDRF 180
B. stearothermophilus MLVSLLENGSQEEREYAKEHNVSLSPLFEGGHRFVLSVTTIAT PHDGTTLVNMVDEFTDRF 180
Fhdddkdddhdhhh b hkdd Frdh A A E kA kb N AN AR RN AR A AR R R R AR NN ARk
B. thermocatenulatus FDLOKAVLKARRVASNVPYTSQVYDFKLDQWGLREQPGESFDHYFERLKRSPVWTSTDTA 240
B. thermoleovorans FDLOKAVLEARAVASNVPYTSQVYDFKLDOQWGLRROPGESFDHYFERLERSEVWTSTDTA 240
B. stearothermophilus FDLQKAVLEARAVASNAPYTSEIYDFKLDQWGLRREPGESFDHYFERLKRSPVWTSTDTA 240
tt*ti’tt:!!!*!**'****::tf**ttt!!*w*:&**********i**’ii*&*****
B. thermocatenulatus RYDLSIFPGAERKLNOWVOASPNTYYLSFSTERTHRGALTGNYYPELGMNAFSAVVCAPFLG 300
B. thermoleovorans RYDLSVSGAEKLNOWVOASPNTYYLSFATERTYRGALTGNYYPELGMHNAFSAVVCAPFLG 300
B. stearothermophilus RYDLSVPGRETLNRWVKASPNTYYLSFSTERTYRGALTGNYYPELGMNAFSATIVCARPFLG 300
*****:_***_**:**:*****?*1!!:1'!!:l*k*********i***t!t:Y**kt**
B. thermocatenulatus SYRNEALGIDDRWLENDGIVNTVSMNGPERGSSDRIVPYDGTLEEGVWNDMGTCHVDHLE 360
B. thermoleovorans SYRNPTLGIDDRWLENDGIVNTVSMNGPERGSSDRIVEPYDGALKKGVWNDMGTYNVDHLE 360
B. stearothermophilus SYRNAALGIDSHWLGNDGIVNTISMNGPKRGSNDRIVPYDGTLEKGVWNDMGTYEVDHLE 360
* ok ok E :**1i':rt Tj!!*t!:**t******A******r*:it**w*k***k :*****
B, thermocatenulatus VIGVDPNPSFDIRAFYLRLAEQLASLEP 388
B. thermoleovorans IIGVDPNPSFDIRAFYLELAEQLASLRP 388
B. stearothermophilus VIGVDPNPSFNIRAFYLRLAEQLASLRF 388

P R

Figura 1- 4. Alineamiento de secuencias de aminoacidos de lipasas maduras de distintas
especies de Bacillus. La alineacion se realizé con CLUSTALW. El asterisco (*) indica identidad
de aminoacidos en todas las secuencias mostradas. El punto (.) y dos puntos (;) denotan
identidad de aminoacidos en al menos dos secuencias. El pentapéptido conservado se muestra
resaltado y subrayado. Las secuencias de aminoacidos fueron tomadas de la base de datos
GenBank http://www.ncbi.nml.nih.gov/ y se han seguido los siguientes numeros de acceso: B.
pumilus (A34992), B. licheniformis (AJ297356), B. subtilis (M74010), B. thermocatenulatus
(X95309), B. thermoleovorans (AF134840), B. stearothermophilus (U78785) [6].

La posicion de los residuos del sitio catalitico de LipA de B. subtilis es Ser77,
Asp133 e His 156, la cual coincide con la presentada por las lipasas de B. pumilus y B.
licheniformis. Dicha posicion es confirmada por la estructura tridimensional de LipA que
muestra la cercania de estos residuos formando la triada catalitica [21]. Con base en la
similitud en la secuencia de aminoacidos y el modelo estructural de varias lipasas, la
posicion putativa de la triada catalitica para las lipasa de B. thermocatenulatus, B.

stearothermophilus y B. thermoleovorans es Ser-113, Asp-317 e His-358 [22].
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Como ya se menciond, no todas las lipasas presentan activacion interfacial. Hay
lipasas que carecen de la tapa que cubre el sitio activo y no muestran activacion en
interfase agua-lipido. Esto aplica para las lipasas de B. subtilis y B. pumilus, las cuales
son las mas pequenas que se conocen [23].

Se ha encontrado un péptido sefal de 31 residuos de aminoacidos en LipA de B.
subtilis, de 34 aminoacidos en la lipasa de B. pumilus B26 y de 29 aminodacidos en la
enzima de B. thermocatenulatus [21,24,25]. Dicho péptido senal es cortado durante o
inmediatamente después de la translocacion de la proteina via la ruta Sec [23]. Todas
las lipasas de Bacillus presentan pH o6ptimos alcalinos e hidrolizan preferencialmente
sustratos con acidos grasos de cadena-corta y media [20,24].

Se han aisaldo lipasas para uso industrial de distintas especies del género
Bacillus dentro de las cuales se encuentran aquellas provenientes de B. subtilis, B.

thermoleovorans (Geobacillus thermoleovorans), B. thermocatenulatus y B. coagulans.

1.3. Manufactura de quesos.

Enzimas obtenidas de fuentes animales, plantas y microorganismos han sido
usadas desde la antigliedad para la manufactura de queso y otros alimentos [26].

La leche bovina tipicamente tiene entre 3.5- 5% de grasa en forma de glébulos
emulsificados, con un diametro de entre 0.1 a 10 mm. Por lo tanto, la leche puede ser
descrita como una emulsién lipido-en-agua conformada por glébulos de grasa
dispersos. Estos gldébulos son rodeados y estabilizados por una membrana delgada [5].

La grasa de la leche estd compuesta principalmente por triacilgliceroles, los
cuales representan el 98% de la fraccién lipidica total. El 2% restante lo comprenden
diacilgliceroles, monoacilgliceroles, acidos grasos libres, fosfolipidos, esteroles y trazas
de vitaminas solubles en grasa, A, D, Ey K [27].

En los lipidos de la leche de rumiantes existe una amplia variedad de acidos
grasos y han sido identificados mas de 400 distintos en la grasa de leche bovina. Sin
embargo, sbélo 10 acidos grasos son de importancia cuantitativa: acido butanoico,
(C4:0), acido hexanoico (C6:0), acido octanoico (C8:0), acido decanoico (C10:0), acido
dodecanoico (C12:0), acido tetradecanoico (C14:0), acido hexadecanoico (C16:0), acido
octadecanoico (C18:0), acido cis-9-octadecenoico (C18:1), acido cis, cis-9,12-
octadecadienoico (C18:2), y acido 9,12,15-octadecatrienoico (C18:3). Los acidos
hexadecanoico y octadecanoico son los mas abundantes, comprendiendo el 25 y 27%

del total de los lipidos respectivamente, en la grasa de leche bovina [26,5].
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Algunas de las caracteristicas mas notables del perfil de acidos grasos, que
presentan los lipidos de leche bovina, incluye el alto nivel de acido butanoico (y de
hecho en las Unicas grasas que se encuentra este acido es en la de rumiantes [27]) vy
otros acidos grasos de cadena corta, asi como los bajos niveles de acidos grasos
poliinsaturados y el hecho de que estos lipidos sean ricos en acidos grasos de cadena
mediana [5]. Los principales acidos grasos presentes en la grasa de la leche de vaca se

presentan en la Tabla 1- 2.

Tabla 1- 2. Principales acidos grasos en la grasa de leche bovina. Porcentaje en peso del total
de la fraccion lipidica [27].

Acidos ol ol ol @l 2l 2| 2| | 2 of| & @ N
grasos |l ol & 8| & I ©| © © @ | o | © 2
O (@] (@] (@] (@] (@] (@] (@] (@] (@] (@] (@] o

% 33116 [ 13|30 |31|195|263|23|146 (298| 24 | 0.8 | trazas

La posiciéon de los acidos grasos en los triacilgliceroles no es aleatoria, la
posicidon “sn” de los acidos grasos denota su posicién en el esqueleto de glicerol. Los
acidos grasos pueden ser esterificados en las posiciones 1, 2 6 3, como se muestra en
la Figura 1- 5. Los C4:0 y C6:0 se localizan predominantemente localizados en las
posiciones sn-3 y sn-,1 respectivamente. Conforme el largo de cadena incrementa hacia
C16:0, aumenta la proporcion de esterificacion en la posiciéon sn-2. C18:0 generalmente
se localiza en la posicion sn-1 mientras los acidos grasos insaturados se esterifican en

la sn-1ysn-3 [5].

O

CH; Q ﬂ R1 sn-1
O

CH 0 g R2  sn-2
0

CH; O L|Z| R3  sn-3

Figura 1- 5. Estructura de los triacilgliceroles. R: -(CH,),-CHs.
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Las caracteristicas individuales (sabor, aroma, textura) de los diferentes tipos de
quesos son el resultado de una serie de cambios bioquimicos que ocurren en el cuajo
durante la maduracién a causa de la accion de microorganismos y enzimas de
diferentes fuentes [27]. Los numerosos compuestos involucrados en el desarrollo del
aroma y sabor de los quesos son derivados de las principales rutas metabdlicas
(glicdlisis, lipdlisis, protedlisis y metabolismo de citrato) seguidas por reacciones
secundarias sobre los compuestos producidos en estas primeras reacciones (ej.
desaminacion, descarboxilacion, desulfurilacion de aminoacidos, B oxidacién de acidos
grasos) [28].

La grasa de la leche es esencial para el desarrollo del sabor correcto en quesos
durante la maduracién, lo que se ha demostrado en estudios con quesos hechos a partir
de leche en la que la grasa original fue reemplazada por otros lipidos. Estos quesos no
desarrollaron el sabor correcto [5].

La hidrélisis enzimatica de los triacilgliceroles presentes en los lipidos de la
leche, conocida como lipdlisis, resulta en la formacién de acidos grasos y glicerol,
monogliceridos o digliceridos, y es esencial en el desarrollo del sabor en algunas
variedades de quesos. Las lipasas en el queso son originadas por seis fuentes posibles:
1) leche, 2) renina, 3) cultivos iniciadores, 4) cultivos adjuntos a los iniciadores, 5)
bacterias no iniciadoras y posiblemente, 6) la adicién de lipasas exdgenas en el queso
[5].

Los acidos grasos liberados a causa de la lipdlisis contribuyen directamente al
sabor del queso aportando cada uno una nota caracteristica de sabor, los de cadena
corta y media (C4:0-C12:0) proporcionan un sabor deseable, suave y penetrante,
mientras que los de cadena media y larga (C12 y C14) tienden a impartir un sabor
desagradable y jabonoso en el producto [9,29]. Los acidos grasos libres también sirven
como sustratos en una serie de reacciones catabodlicas posteriores, permitiendo la
produccion de otros compuestos (metabolitos secundarios) que dan sabor y aroma,
tales como, metil cetonas, lactonas, ésteres, aldehidos y alcoholes secundarios [5].

La teoria sugiere que el sabor caracteristico de un queso se debe al balance de
sabores aportados por un niumero de compuestos, los cuales deben estar presentes en
ciertos niveles y en la correcta proporcion, para producir el sabor tipico de una variedad
dada. Para algunas variedades de queso, se reconocen compuestos especificos como
los de mayor contribucion al sabor, es decir, el sabor esta dominado por compuestos

particulares [5].
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En el caso de quesos italianos duros como el Romano, el Parmesano y el
Provolone, los acidos grasos libres son los que contribuyen significativamente al sabor.
De estas tres variedades italianas, el queso Romano tiene una concentracion
relativamente alta de acidos grasos libres (acido butanoico 175.6 mg/kg, acido
hexadecanoico 78.5 mg/kg y acidos grasos de 18 carbonos 122.4 mg/kg de queso), el
Parmesano la mas alta (acido butanoico 100.5 mg/kg, acido hexadecanoico 389.6
mg/kg y acido oleico 347.1 mg/kg de queso), mientras el Provolone contiene niveles
intermedios. Los altos niveles de acido butanoico y acido hexanoico detectados en
queso Limburger estan relacionados con el desarrollo del fuerte aroma caracteristico de
éste. El queso Mozzarella presenta bajas concentraciones de acidos grasos libres, lo
cual es asociado con su sabor suave. Para los quesos madurados por hongos las metil
cetonas son importantes en la contribucion del sabor [5].

El papel de acidos grasos libres en el sabor de queso Cheddar y variedades
similares es mucho menos aparente que con las variedades ya mencionadas. Se han
reportado bajas concentraciones de acidos grasos libres en Edam y Colby, los cuales
tienen baja intensidad de sabor. Sin embargo, el acido butanoico parece estar presente
en concentraciones suficientemente altas para contribuir al sabor de estos quesos, con
un papel menos significante de otros acidos grasos libres [5].

Los cambios que ocurren durante la maduracion de los quesos, y por ende el
sabor, el aroma y la textura, son influenciados por el proceso de manufactura, el cual
determina la composicion, especialmente la humedad, contenido de NaCl, pH vy
microorganismos presentes [27].

Las diferentes mezclas de cultivos producen acido a diferentes velocidades, sin
embargo, valores de pH dentro del rango de 5- 6.5 son comunes en la leche después de
6 h de inoculacion. El NaCl tiene efecto en la estabilidad y actividad de enzimas
microbianas en el ambiente del queso. La maduracién del queso se retarda a altas
concentraciones de sal. En los quesos la concentracion de sal varia de 0.7% a 7% [27].

La leche contiene una lipasa enddgena (LPL, lipoprotein Lipase), la cual
normalmente no alcanza su actividad total en la leche, dado que mas del 90% se
encuentra asociada con micelas de caseina en compartimentos distintos al de la grasa,
que se encuentra en globulos rodeados por una lipoproteina de membrana (MFGM, milk
fat globule membrane). LPL puede ser inactivada extensamente durante la
pasteurizacién y/o puede perderse durante el desuerado de la cuajada, por lo que,

representa poca importancia en el proceso de maduracion [5,27].
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Dado que las enzimas son directamente responsables por muchos de los
cambios que ocurren durante la maduracion es razonable asumir que ésta pueda ser
acelerada por la adicibn de enzimas exdgenas. Con el objetivo de acelerar la
maduracién, algunos productores de queso han experimentado con la adicion de
enzimas exdgenas, usualmente proteinasas, peptidasas y lipasas a la cuajada [27].

La renina o preparaciones crudas de esterasas pregastricas (PGE, pregastric
esterases) son normalmente usadas en la produccion de queso Romano, Provolone y
otros quesos italianos. La lipasa de R. miehei también puede ser usada para quesos
italianos, sin embargo es menos efectivo que PGE. Se ha reportado que lipasas de P.
roqueforti o P. candidum también son satisfactorias. Una cepa de A. oryzae secreta una
lipasa que tiene una especificidad excepcionalmente alta por acidos C6-C8, esta lipasa
comercializada como FlavourAge (Chr. Hansen’s, Milwaukee, Wisconsin) es utilizada
para acelerar la maduracion de queso Cheddar [27].

La grasa de la leche sujeta a lipdlisis (LMF, lipolysed milkfat) ha llegado a ser un
ingrediente importante en la industria de alimentos. Hay varias aplicaciones reales y
potenciales como, aditivo en productos de panaderia, cereales, dulces, productos
lacteos y gran variedad de otros productos (salsas, aderezos, sazonadores). Bajo
condiciones especificas de procesado, la LMF puede exhibir un intenso sabor a queso,
en este caso suele usarse en quesos modificados por enzimas [27].

Los &cidos grasos libres de cadena corta juegan un papel crucial en la
imparticion de sabor a queso. Los acidos grasos libres de cadena larga también son de
importancia, pero su concentracion no debe exceder a cierto umbral a fin de evitar
sabores jabonosos. Asi que la relacidon entre acidos grasos de cadena corta y larga en
su forma libre es un parametro importante, el cual depende en gran medida de las
enzimas utilizadas [30].

Los procesos modernos de elaboracion de productos hechos a partir de leche,
involucran la pasteurizacion (72°C por 15min) de ésta para destruir los microorganismos
sensibles al calor. Sin embargo, el deterioro de la leche post-pasteurizada y de
productos lacteos esta asociado con la presencia de especies de Bacillus, ya que
pueden sobrevivir a la pasteurizacion mediante la formacién de esporas. Muchas
especies de Bacillus han sido aisladas de leche, como B. brevis, B. circulans, B. lentus,
B. licheniformis, B. mycoides, B. polymyxa, B. pumilus, B. subtilis y B. thuringiensis.
Ademas, la presencia de patégenos como B. cereus puede presentar riesgo de

intoxicacion y enfermedades. El deterioro de la leche por especies de Bacillus se debe



INTRODUCCION

en primer lugar a la produccion de proteasas y lipasas [31,32].

1.4. Microorganismo de la lipasa en estudio.

1.4.1. Bacillus pumilus QC.

En 2006, Garcia-Saturnino logré aislar una bacteria con actividad lipolitica de
una muestra de queso Cotija, un producto tradicional mexicano, tomada de Santa Maria
del Oro, Jalisco [33]. Esta bacteria identificada como Bacillus pumilus, fue descrita como
una colonia grande, lisa, redonda y de color amarillo opaco. La morfologia observada al
microscopio la describe como bacilos largos Gram positivos. Su clasificaciéon
taxondmica se presenta en la Tabla 1- 3. Es catalasa positiva y presenta buena
actividad lipolitica al ser sembrada en agar-tributirina (1%) tanto a 37°C como a 4°C, ya
que se logran observar halos de actividad al ser incubada a esas temperaturas, dando
un coeficiente de tamafio en relacién al diametro del halo y de la colonia de 0.35 y 0.23,
respectivamente. Sin embargo, su actividad lipolitica no fue estudiada.

En este trabajo, a esta cepa de Bacillus pumilus se le denomina QC por el medio

del que fue aislada, el queso Cotija.

Tabla 1- 3. Clasificacion taxonémica de Bacillus pumilus [34].

Dominio Bacteria
Phylum Firmicutes — Gram positivas
Clase Bacilli
Orden Bacillales
Familia Bacillaceae
Género Bacillus
Especie pumilus

1.4.2. Bacillus pumilus GMAA1.

En este estudio, para fines comparativos de los resultados en los ensayos
realizados, se ocupd la lipasa recombinante de B. pumilus GMA1, denominada en este
trabajo como LipAGMA1-6H.
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En 1995, Bustos-Jaimes llevé a cabo el aislamiento de un microorganismo
lipolitico, en las aguas termales de Los Azufres, Michoacan. El microorganismo
encontrado fue identificado como Bacillus pumillus y la cepa se denomind GMA1.
Ademas, se encontré que el microorganismo produce una lipasa con caracteristicas
interesantes de pH y temperatura 6ptimos, siendo de 10.5 y 50°C, respectivamente [35].

B. pumilus GMA1 es un bacilo largo Gram positivo, capaz de crecer a 50°C
produciendo lipdlisis de tributirina en placa de agar, también crece a 20°C, no creciendo
a 5°C ni a 80°C, presenta formacién de esporas terminales y subterminales. En placa a
24 h forma una colonia amarilla palida de 2.0 a 4.0 mm de diametro, circular convexa,
con bordes mellados, superficie lisa, de aspecto cremoso y textura poco viscosa. Es una
bacteria aerobia. Ademas, presenta actividades xilanolitica y proteolitica [35].

La lipasa de B. pumilus GMA1 (BplA) es homdloga a LipA de B. subtilis, presenta
un péptido sefal de 31 aminoacidos que se pierde durante la secreciéon al medio
extracelular. La lipasa madura, denominada en este estudio LipAGMA1, consta de 181
residuos de aminodacidos y tienen un peso aproximado de 19.5 kDa [36]. Su estructura
se ha modelado a partir de los datos cristalograficos reportados para LipA dada su
homologia y alto porcentaje de similitud, 80%. Los residuos pertenecientes a la triada
catalitica son Ser77, Asp133 e His156 y presenta el pentapéptido consenso
caracteristico Ala-X;-Ser-X,-Gly [37].

Se han realizado estudios para la determinacion de las propiedades cinéticas de
la lipasa recombiante de B. pumilus GMA1, la cual se obtuvo por clonaciéon y sobre-
expresado de la lipasa madura en células de E. coli BL21, siendo purificada mediante

cromatografia de afinidad [37].

El estudio de lipasas se ha extendido debido a las aplicaciones potenciales de
estas enzimas en distintos campos de la industria, asi como en la investigacion. Las
lipasas provenientes de microorganismos no patdogenos presentan ventajas de
manipulacidén sobre lipasas de microorganismos patégenos, por lo que las lipasas de

Bacillus pumilus representan una opcién de gran utilidad.



2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo general.

Caracterizacion bioquimica de la actividad lipolitica de B. pumilus aislado de un

producto lacteo tradicional mexicano.

2.2. Objetivos particulares.

e Obtener la secuencia de la regién que codifica para la lipasa.
e Expresar la lipasa por clonacién, para determinar:
o su peso molecular.
o su punto isoeléctrico.
o los parametros cinéticos, Kcat Y K-
o Obtener el perfil de acidos grasos producidos por hidrélisis de grasa butirica.
e Comparar la actividad enzimatica con la de la lipasa de B. pumilus GMA1 bajo

condiciones experimentales similares.



3. METODOS Y MATERIALES.

En este capitulo se especifican las sustancias y los equipos utilizados, asi como
los procedimientos seguidos para lograr la caracterizacion bioquimica de la actividad

lipolitica de la lipasa de Bacillus pumilus.

3.1. Sustancias y materiales.

El microorganismo de estudio es la bacteria Bacillus pumilus aislada de un
producto lacteo tradicional mexicano, queso Cotija, producido en el municipio de Santa
Maria del Oro, Jalisco [33], al cual se le denomind B. pumilus QC, por el medio del que
fue aislado. La cepa se encuentra preservada en chaquiras a -70°C en el laboratorio 312
del Departamento de Alimentos y Biotecnologia de la Facultad de Quimica de la UNAM.

La cepa de Bacillus pumilus GMA1 fue proporcionada por la Dra. Amelia Farrés
Gonzalez-Saravia en el Departamento de Alimentos y Biotecnologia de la Facultad de
Quimica de la UNAM.

La transformante pETbpl, ocupada para la produccién de LipAGMA1-6H, fue
proporcionada por el Dr. Ismael Bustos Jaimes en el Laboratorio de Fisicoquimica e
Ingenieria de proteinas de la Facultad de Medicina de la UNAM.

Las sustancias y el equipo utilizado en cada procedimiento se especifican en la

descripcion de cada procedimiento y en el ANEXO | de protocolos, capitulo 5.

3.2. Desarrollo experimental.

El desarrollo experimental se realizé en dos laboratorios: en el Laboratorio 312
del Departamento de Alimentos y Biotecnologia de la Facultad de Quimica, conjunto
“‘E”, de la UNAM, y en el Laboratorio de Fisicoquimica e Ingenieria de Proteinas de la
Facultad de Medicina, edificio de investigacion, de la UNAM, teniendo que seguir las
normas y reglamentos establecidos por cada Departamento y laboratorio.

Ademas el analisis por cromatografia de gases se llevo a cabo en el Laboratorio
321 del Departamento de Alimentos de la Facultad de Quimica, conjunto “E”, de la
UNAM.

El desarrollo experimental general que se siguié se presenta en el diagrama de
flujo de la Figura 3- 1. En las secciones siguientes se describen los procedimientos

llevados a cabo y dicha informacion se apoya con el ANEXO |I.
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Figura 3- 1. Diagrama de flujo del desarrollo experimental general.

3.2.1. Reactivacion de Bacillus pumilus QC.

El microorganismo en estudio, Bacilus pumilus QC [33] se conserva en un tubo
con glicerol (15%) y chaquiras a -70°C, por lo que fue necesaria su reactivacion. La
metodologia de reactivacion de la bacteria, previa a su inoculacion en otros medios para
su utilizacién, consistio en tomar una chaquira con un asa estéril y depositarla en un
tubo para centrifuga de volumen de 15 mL conteniendo 10 mL de caldo nutritivo,
preparado como lo indica el fabricante y se incubd a 37°C con agitacion de 250 rpm

durante toda la noche.
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Los medios utilizados en cada etapa varian dependiendo de la técnica a seguir.
En el ANEXO | se especifican los protocolos para la preparacion de medios utilizados

en cada procedimiento.

3.2.2. Ensayos de actividad enzimatica en caja Petri.

Se determiné la actividad lipolitica y proteolitica del microorganismo por ensayos
de difusién en agar. Se utilizd agar-tributirina (1%) para la deteccion de la actividad
lipolitica y agar-leche-descremada (1.5%) para la proteolitica. La formulacion de los
medios se muestra en el ANEXO I.

Una vez reactivado el microorganismo en caldo nutritivo, al que se le hace una
tincion selectiva (Tincion de Gram) como se explica mas adelante, se siembra en cajas
Petri con los medios indicados, utilizando un asa estéril mediante la técnica de dilucidn
por estria a fin de poder obtener colonias aisladas. Las cajas se incubaron en forma
invertida en una estufa a 37°C durante toda la noche.

La actividad positiva (degradacion del sustrato) se distingue como halos claros
de actividad, dado que el medio es opaco, éstos se observan como zonas translucidas
alrededor de las colonias, por lo que es necesario obtener colonias aisladas a fin de

tener una mejor apreciacion de los resultados.

3.2.3. Corrovoracion de la identificacion de la bacteria.

Se hicieron estudios para comprobar la pureza y la identidad del microorganismo
después de la reactivacién para su utilizacion. La determinacién de la actividad
enzimatica junto con la caracterizacidn microscépica, las pruebas bioquimicas y la

identificacion por métodos moleculares, sirvieron para tal fin.

Caracterizacion microscopica.

La caracterizacion microscépica del microorganismo se hizo tifiendo un frotis de
las colonias aisladas en caja Petri mediante el método de tincion de Gram y la posterior
observacion al microscopio. El frotis se hizo de colonias aisladas de las cajas de
actividad lipolitica y proteolitica después de 20 h de crecimiento. La preparacién de los
reactivos y el protocolo para la tinciéon se presenta en el ANEXO I. Al observar con el
microscopio las bacterias Gram (+) de Bacillus pumilus se deben de distinguir bacilos

largos de color purpura.
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Pruebas bioquimicas.

Para la comprobacion de la identidad del microorganismo se hicieron pruebas
bioquimicas de fermentacién de carbohidratos y derivados (heterosidos, polialcoholes,
acidos uronicos) utilizando las galerias APl 50 CH (bioMérieux), las cuales se
componen de 50 microtubos. La galeria de investigacion APl 50 CH se adapta a la
identificacion de Bacillus al usar el medio APl 50 CHB/E que permite el estudio del
metabolismo de 49 sustratos en los microorganismos. Las galerias fueron inoculadas
con el microorganismo e incubadas a 37°C durante 24 y 48 h, tiempos en los que se
observa el color de cada microtubo. Los resultados se interpretan como: positivos (+) al
presentarse un cambio de color; negativos (-) al no haber cambio; e indeterminado (?) si
el cambio no es definido. El sistema de identificacion de la bacteria consiste en la
asociacion de los resultados obtenidos de la galeria de pruebas bioquimicas con la base
de datos del programa ApiLAB Plus (bioMérieux, v.3.3.3).

El ensayo se aplica a una solucion concentrada de 4 diferentes colonias aisladas
de la caja con agar-tributirina, las cuales se hacen crecer en caldo nutritivo y al final se
juntan para obtener una densidad éptica igual al numero de McFarland (DOg=0.468)
como se describe en el ANEXO | y entonces se sigue el procedimiento que indica el

instructivo del kit.

3.2.4. Secuenciacion.

Como otra prueba para comprobar la identidad del microorganismo y para
obtener la secuencia de la lipasa de interés, se hizo una secuenciaciéon de la region V3
de la subunidad 16s ribosomal y de la regién que codifica para la lipasa madura (el gen
lipA por su homologia con el gen de la lipasa de B. subtilis) de B. pumilus QC, para lo
cual se siguieron los pasos que se mencionan en esta seccion.

También, a modo de control y dado que no se habia reportado, se hizo la
secuenciacion de la region V3 del gen 16s de de la bacteria Bacillus pumilus GMA1. La
secuenciacion del gen lipA de B. pumilus GMA1 ya ha sido reportada por Bustos-Jaimes
(numero de acceso GenBank: EU552794) [34,36,37].

Extracciéon de ADN.

La extraccién del ADN se realizé segun el protocolo del método de extraccion
con fenol-cloroformo-isoamilico que se describe en el ANEXO I|. Las células utilizadas
en la extraccion del ADN empleado para las reacciones de amplificacion, tanto de B.

pumilus QC como de B. pumilus GMA1, fueron reactivadas en medio BHI.
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Cuantificaciéon de ADN.

La determinacion de la cantidad y pureza del ADN extraido (en relacién a la
proteina presente) se llevd a cabo mediante la medicion de la absorbancia de la
solucion a 260 nm y 280 nm, para lo cual se utilizdé un espectrofotometro Agilent 8453E
con celda de cuarzo de 15 pL. Se tomd una alicuota de la solucion de ADN extraido y
se midi6 la absorbancia a las longitudes de onda mencionadas, entonces con la
aplicacion de las ecuaciones presentadas en la Tabla 3- 1 se determiné la
concentracion de ADN presente en el extracto y la pureza del mismo con respecto a la

contaminacion por proteinas.

Tabla 3- 1. Férmulas usadas en la cuantificacion de ADN.

Cuantificacion <l
Ecuacion
de:
Concentracion [ADN]=(Abszg0nm)( conversion )(volumen redumdo)(fa_ctor- ’de)
espectrofotométrica de celda dilucion
Pureza P=ADbS 260 nm/ADS 280 nm

Conversion espectrofotométrica, 1 unidad Aseonm de ADN de doble hélice= 50ug/mL; volumen
reducido de celda= 5.

El valor deseado de la relacion Abs 60 nm/AbS 250 nm, para la pureza, debe estar

entre 1.8 y 2. Las unidades de la concentracién de ADN se dan en pg/mL.

Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).

Con el ADN extraido se llevé a cabo la reaccién en cadena de la polimerasa
(Polimerase Chain Reaction, PCR) para amplificar las secuencias deseadas con el uso
de un termociclador Techne modelo FTGENE2D.

Amplificacion region V3 del gen 16s ARNr: La Tabla 3- 2muestra la formulacién

para preparar la mezcla de reaccion de la amplificacién de la region V3 del gen 16s
ribosomal (ARNr) y la Tabla 3- 3muestra las condiciones a las que se llevd a cabo la
reaccion [38]. La secuencia de los cebadores universales utilizados y su temperatura de
disociacion (TM) se muestran en la Tabla 3- 4 [39]. El tamafio del amplicon esperado es

de aproximadamente 200 pares de bases (pb).
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Tabla 3- 2. Formulacién de la reaccion de amplificacién de la region V3 de la subunidad 16s

ARNr.
Reactivos Conceptracién Concentracién final Volumen (L)
estandar
Amortiguador para Taq | 10X 1X 5
MgCl2 50 mM 25mM 25
dNTPs 2.5 mM 0.2 mM 4
Cebador 338f 20 mM 0.4 mM 1
Cebador 518r 20 mM 0.4 mM 1
Taq polimerasa 5 U/ul 2 U/reaccion 0.4

ADN molde

Agua desionizada

500 ng/reaccion

c.b.p. 50 pl

c.b.p.: cuanto baste para.

La cantidad de ADN molde que se utiliza depende de la concentracion de la

solucion de ADN, pero se agrega lo suficiente para tener 500 ng por cada reaccién de

amplificacién de 50 uL. También se adiciona la cantidad necesaria de agua (c.b.p.) para

completar los 5001 yL de la reaccién. Para obtener cantidad suficiente de producto de

amplificacion se realizan dos reacciones de 50 uL cada una para cada muestra de ADN.

Tabla 3- 3. Condiciones de los ciclos de reaccién en la amplificacion de la regién v3 del gen 16s

ARNTr.
Ciclos Temperatura (°C) Tiempo (min)

1 94 5

94 1

20 65 1

72 3

94 1

10 55 1

72 3
1 72 10
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Tabla 3- 4. Secuencia de los cebadores utilizados en la amplificacion de la regién V3 de la
subunidad 16s ARNTr.

Cebador Secuencia Posicién TM (°C)
338f 5’- act cct acg gga ggc agc ag -3’ 338- 357 58
518r 5’- att acc gcg get get gg -3’ 518- 534 52

Amplificacién de la reqién codificante de la lipasa madura: La formulacion de la

reaccion y las condiciones de reacciéon que se utilizan para la amplificacion de la region
que codifica para la lipasa madura, gen lipA, se presentan en la Tabla 3- 5y la Tabla 3-
6 respectivamente [37]. Los cebadores utilizados incorporan en el gen amplificado sitios
de restriccion en los extremos N-terminal y C-terminal para facilitar su manejo. Las
secuencias de éstos se muestran en la Tabla 3- 7, donde se indican resaltado en
negritas los sitios de restriccion Ndel y Xhol correspondientes a cada uno [37]. El

tamano del amplicon que se espera obtener es de aproximadamente 570 pb.

Tabla 3- 5. Formulacion de la mezcla de reaccién para la amplificacién del gen lipA, que codifica
para la lipasa madura.

Reactivos Conce'ntracién Concentracion final Volumen (pL)
estandar

Amortiguador para Taq | 10X 1X 25
MgCl, 50 mM 2mM 1
dNTPs 2.5 mM 0.2 mM 2
Cebador FBP 50 uM 1 uM 0.5
Cebador RBPXhol 50 uM 1uM 0.5
Taq polimerasa 5 U/ul 1.5 U/reaccion 0.3
ADN molde - 500 ng/reaccion -

Agua desionizada - c.b.p. 25 yL -

c.b.p.: cuanto baste para.

La cantidad de ADN molde utilizado depende de la concentracion de la solucion
de ADN, pero se adiciona lo suficiente para tener 500 ng por cada reacciéon de
amplificacion de 25 pl. También, se adiciona la cantidad necesaria de agua para
completar los 2501 ul de la reaccion. Para obtener cantidad suficiente del producto de

amplificacién la reaccién de PCR (25 pL) se llevé a cabo por cuadruplicado.
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Tabla 3- 6. Condiciones de los ciclos de reaccion para la amplificacion del gen lipA, que codifica
para la lipasa madura.

Ciclos Temperatura (°C) Tiempo (min)
1 95 3
95 1
30 48 1
72 1
1 72 1

Tabla 3- 7. Secuencia de los cebadores utilizados en la amplificacion del gen lipA.

Cebador Secuencia TM (°C)
FBP (Ndel)1 5’- gga att cca* tat ggc tga gca taa tcc -3’ 58
RBP (Xhol)2 5’- ata gta ggc c*tc gag att cgt att ttg tcc -3’ 60

1: N-terminal; 2: C-terminal; negritas: sitios de restriccion de cada cebador; asterisco (*): sitio de
corte en la secuencia de restriccion correspondiente.

La polimerasa utilizada en todas las reacciones es la Platinum Taq de la marca
Invitrogen, asi como el amortiguador para Taq y la solucién de MgCl, ocupados. El agua

es desionizada, filtrada, esterilizada y ajustada a pH 8.

Visualizacion de los resultados.

Después que se ha hecho la PCR se verifica que se haya amplificado la
secuencia de interés mediante una electroforesis en gel del producto de la reaccion. Se
preparo un gel de agarosa (Invitrogen) al 1% con 3 pL de bromuro de etidio (Invitrogen,
10 mg/mL) y se cubrié con amortiguador TAE 1X (Invitrogen, 10X) en la camara de
electroforesis. Para comprobar la correcta amplificacion se cargaron en el gel alicuotas
de 5 pL del producto de amplificacion con 3 pL de amortiguador de cargado y un
marcador de pesos moleculares de 50 pb (Fermentas, O’RangeRuler) como referencia
para detectar el tamano del amplicon. Se hizo pasar una corriente de 100 V y se dejé
correr aproximadamente 45 minutos, hasta que el primer colorante utilizado como
indicador hubo migrado a % del gel.

Las bandas de ADN tefiidas con bromuro de etidio se visualizan con ayuda de
un transiluminador de luz ultravioleta (UV). En una reaccion de amplificacion eficiente

debe verse una unica banda correspondiente al tamafio del amplicén esperado.
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Purificacion del amplicén.

Para la purificacion del amplicon, se llevd a cabo una electroforesis en gel de
agarosa al 1% (como se describe anteriormente) de todo el producto, el cual se cargd
completamente en un pozo grande y se cortd la banda correspondiente. La purificacion
se realizé directamente de la banda cortada del gel utilizando el kit de purificacion “High
Pure PCR Product Purification Kit” (Roche) como indica el manual. EI ADN purificado se
recupero en 50 uL de agua pH 8, la misma ocupada en la reaccion de amplificacion.

El producto purificado se visualiza corriendo nuevamente una electroforesis en
gel de agarosa al 1%, de una pequeha alicuota de 5 pL, para comprobar la

recuperacion del producto y su pureza.

Secuenciacion.
Los amplicones ya purificados se enviaron a secuenciar al Instituto de Fisiologia
Celular de la UNAM. Los cebadores empleados como referencia en la secuenciacion

fueron el 518r para la region V3 del gen 16s y el FBP para el gen lipA.

Anadlisis de secuencias.

La determinacién de la identidad del microorganismo se hizo mediante la
comparacion de la secuencia de la regién v3 del gen 16S ARNr con las reportadas en
bases de datos con ayuda del BLAST (Basic Local Aligment Search Tool) [34]. De la
misma forma se comparé la secuencia de la lipasa madura con otras ya reportadas
incluyendo la de B. pumilus GMA1, ademas se utiliza el programa CLUSTAL W [40].

También se realizé un analisis filogenético de la secuencia de nucléotidos de la
lipasa madura con algunas otras de la familia | de la clasificacion de lipasas segun
Arpigny y Jaeger (1999). Este analisis se llevd a cabo con el programa MEGA4 [41]
utilizando el método Neighbor-Joinin. El arbol consenso se infirié con 1000 réplicas. Las
distancias evolutivas se obtuvieron ajustando el método con base en la matriz JTT y las
unidades representan el numero esperado de sustituciones de aminoacidos bajo el

modelo usado.
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3.2.5. Sobre-expresion de la lipasa.

A fin de obtener una cantidad suficiente con la pureza necesaria de la lipasa
madura de B. pumilus QC, la cual se denominé LipAQC, ésta se sobre-expresé como
proteina recombinante con una cola adicional de seis histidinas en un hospedero de E.
coli BL21. Se ocupd una alicuota del mismo ADN amplificado enviado a secuenciar para
la clonacion del gen IlipA. El procedimiento de clonacién seguido se muestra a

continuacion.

Clonacién del gen.

Se utilizé el “TOPO TA Cloning Kit for Sequencing” (Invitrogen) para la clonacién
del gen lipA de acuerdo al procedimiento que se indica en el manual del usuario. El
producto de PCR, dado que no es ocupado inmediatamente después de la
amplificacién, primero es tratado para adicionar una adenina al extremo 3’ como indica
el kit, antes de ser introducido al vector pCR4-TOPO (3956 pb, ANEXO Il) para obtener
el plasmido pCR4-lipAQC. La reaccién de ligacion se prepara como indica el proveedor
manteniéndola en hielo y una vez hecha se adiciona a las células quimiocompetentes
One Shot TOP10 y se deja reposar en hielo durante 5 min. Entonces la mezcla se
expone a choque térmico a 42°C utilizando un termomixer por 30 seg e inmediatamente
se regresa al hielo donde se le adicionan 250 yL de medio S.O.C (incluido en el kit).
Después de una hora de incubacién a 37°C en estufa se toman dos volumenes de la
solucién de células, 25 uL y 50 L, los cuales son dispersados con un asa estéril sobre
cajas Petri conteniendo agar Luria-Bertani (LB) con kanamicina (Kan, 100 pg/mL),
preparado como se indica en el ANEXO I. Las cajas se incuban en una estufa a 37°C
durante toda la noche.

Las colonias aisladas de las transformantes obtenidas, TOP10/pCR4-lipAQC, se
tomaron por picadura y se inocularon en tubos de ensayo (15 mL) con 5 mL de medio
LB-Kan(100 ug/mL) y se incubaron toda la noche a 37°C con agitacion de 180 rpm. Se
prepararon gliceroles en tubos de 2 mL, cada uno de los tubos con 900 uL del medio

inoculado y 100 uL de glicerol al 80%, los tubos se etiquetaron y se guardaron a -70°C.

Purificacion del plasmido pCR4-lipAQC.

Para la extraccion y purificacion del vector clonado se uso el “QlAprep Spin
Miniprep Kit” (Quiagen). A partir de un cultivo de transformantes en 10 mL de medio LB
con antibiético (LB-Kan) se cosecharon las células por centrifugacion y se trataron como

se indica en el protocolo del kit. La extraccion correcta y purificacion del vector se
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verific6 mediante una electroforesis en gel de agarosa al 1% utilizando una alicuota de
8uL y dado que el plasmido a detectar se encuentra super-enrollado el desplazamiento

de éste a través del gel no es predecible.

Digestion de plasmidos.

El vector pCR4-lipAQC ya purificado se traté con enzimas de restriccion Ndel y
Xhol, cuya secuencia de corte se presenta en la Tabla 3- 8, a fin de obtener la
secuencia de interés (inserto) el gen lipA. El procedimiento se muestra en el ANEXO |.
El vector pET-22b(+) (5493 pb, Novagen, ANEXO ll), el portador final para la expresion
del gen, también se sometié a una reaccion de digestion con las mismas enzimas de
restriccion. El inserto se separé mediante una electroforesis en gel de agarosa al 1%.
Con lo anterior también se comprobé la presencia del inserto, al observarse en el gel la
banda correspondiente al tamafio esperado de éste y la del plasmido utilizado. Después
se purificod la banda del inserto utilizando el “GFX PCR, DNA and Gel Band Purification

Kit” (Amersham Biosciences) segun indica el instructivo.

Tabla 3- 8. Secuencias de corte de las enzimas de restriccion Ndel y Xhol.

Enzima Secuencia de corte Marca

5-CA|TA TG-3

Nael 3-GT AT{AC-5

New England Biolabs

5-C|TCGA G-3

Xhol 3_-G AGCT{C-5

New England Biolabs

Flechas (| 1): sitios de corte en la secuencia de restriccion correspondiente.

Clonacién del gen para su expresion.

Para la expresién de la lipasa se utilizé el vector pET-22b(+)que presenta
algunas caracteristicas importantes como: un promotor del fago T7 con un operador /ac,
que es activado por IPTG; un coddn de inicio que permite, sin romper el marco de
lectura, insertar la secuencia del gen a expresar fusionandola con una secuencia que
adiciona seis histidinas en el extremo C-terminal; y un gen de resistencia a ampicilina.

El inserto purificado se ligoé al vector pET-22b(+) mediante la reaccion descrita
en el ANEXO | para producir el plasmido pET+lipAQC. Las células electrocompetentes
E. coli BL21 conservadas a -70°C fueron descongeladas en hielo y transformadas con
dicho vector. Se procurd llevar a cabo la transformacién a baja temperatura. Se

adicionaron 4 uL de la mezcla de ligacion a las células electrocompetentes y se
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mantuvieron en hielo durante 1 min, después se tomé con una pipeta la solucién, se
trasvas6 a una celda de electroporacion pre-enfriada, la cual se colocd en el equipo
electroporador (Gene pulser Il, BIO-RAD) y se di6 un pulso eléctrico de 2200 V durante
4 segundos. Se adicionaron 500 uL de medio S.0O.C a la celda y la mezcla se trasvasoé a
un tubo epperndorf de 1.5 mL, el cual fue incubado a 37°C y 250 rpm durante 1 hora. El
contenido fue repartido en 4 cajas de agar LB con ampicilina (Amp, 100 pug/mL) vy
esparcido con perlas de vidrio. Las cajas se incubaron durante toda la noche a 37°C en
estufa.

Las colonias obtenidas se tomaron por picadura con un asa estéril y se
cultivaron en tubos con 10 yL de medio LB-Amp a 37°C y 250 rpm durante toda la
noche. Estas transformantes, llamadas BL21/pET+lipAQC, se conservaron en glicerol al
80% en tubos de 1.5 mL a -20°C.

Purificacion del plasmido PET+lipAQC.

El plasmido pET+lipAQC fue extraido y purificado utilizando el “QlAprep Spin
Miniprep Kit” (Quiagen), a partir de un cultivo de transformantes BL21/pET+lipAQC
hecho en medio LB-Amp. La extraccién correcta y purificaciéon del vector se verificd

mediante una electroforesis en gel de agarosa al 1% utilizando una alicuota de 8 uL.

Digestion del plasmido pET+lipAQC.

El plasmido pET+lipAQC purificado fue sometido a una reaccién de digestion
como se indica en el ANEXO I, con las enzimas de restriccién Ndel y Xhol (Tabla 3- 8),
para comprobar la presencia del inserto deseado. Se comprueba la presencia de éste
mediante una electroforesis en gel de agarosa al 1% al observarse las bandas

correspondientes al tamafio del inserto y del vector.

Secuenciacion del fragmento clonado.

El plasmido pET+lipAQC purificado se envio al laboratorio de Biologia Molecular
del Instituto de Fisiologia Celular de la UNAM para secuenciar al fragmento clonado y
comprobar su identidad como el gen lipA de interés. Se secuencié en ambos sentidos

usando como referencias los cebadores especificos para el promotor y el terminador T7.

Induccioén de la expresion.

Tanto la polimerasa de T7 en el cromosoma de la cepa de E. coli utilizada como
el promotor T7 presente en el vector pET-22b(+), promotor que regula la expresién del
gen lipA, cuentan con operadores /ac. Por tal motivo, la induccién de la expresion de la

proteina en las células transformantes se consigue al adicionar B-D-tiogalactésido de



METODOS Y MATERIALES

isopropilo (IPTG) al medio de cultivo. Se inoculé medio LB-Amp a partir de colonias
transformantes BL21/PET+lipAQC aisladas en placas con agar LB-Amp, y se incub6 a
37°C y 250 rpm hasta alcanzar una densidad 6ptica (DO) a 600 nm de 0.6-0.7, entonces
se adiciond IPTG a una concentracion final de 0.5 mM y se dejé en incubaciéon 3 h mas
a las mismas condiciones [37].

Puesto que la proteina recombinante es intracelular, ésta se purifica de las
células recuperadas por centrifugacion al término del tiempo de incubacién, como se

explica mas adelante, y el sobrenadante es desechado.

Comprobacién de expresion y actividad.

Para comprobar que las células transformantes obtenidas expresaran
eficientemente la proteina se hizo una electroforesis en gel de acrilamida en
condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE, sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel
electrophoresis), de acuerdo al procedimiento descrito por Laemml, ANEXO | [42]. La
expresion se indujo en un volumen de 10 mL o 1 L, segun se requiera en el proceso y
se tomaron alicuotas de 500 pL a los tiempos 0 (antes de adicionar IPTG), 30, 60, 120y
180 min, las cuales se conservaron en tubos de 1.5 mL a -10°C hasta su utilizacion.
Estas se recuperaron por centrifugacién (14000 rpm, 4°C por 2 min) y fueron
resuspendidas en 40 uL de agua y se les adiciond 10 yL de amortiguador de cargado
(Tris-HCI 0.1 M, 2-mercaptoetanol 5%, SDS 2%, EDTA 5 mM, glicerol 10%, pH 7). La
mezcla se calentd en agua hirviendo durante 10 min.

Se carga un gel de poli-acrilamida al 12.5% con 4 L de las mezclas preparadas
y un marcador de bajo peso molecular (Fermentas). Se pasa una corriente de 200 V y
se deja correr hasta que el colorante indicador haya salido del gel (45 min). Las bandas
se revelan segun ANEXO | y, para una mejor visualizacidon se observan con un
transiluminador de luz visible. La banda de induccién correspondiente a la lipasa
recombinante se espera en 20.5 kDa aproximadamente.

La presencia de actividad lipolitica de la proteina expresada en E. coli se
comprueba mediante ensayos de difusion en cajas Petri con agar LB-Amp-
Tributirina(0.5%)-IPTG(0.5mM) preparado como se indica en el ANEXO |. Se tomé una
asada de las células transformantes y se sembré en estria a fin de obtener colonias
aisladas en cajas con el agar mencionado, las cuales se dejan en incubacién a 37°C
durante toda la noche. La actividad lipolitica positiva de la enzima recombinante se
aprecia como halos claros de lisis alrededor de las colonias. Se puede hacer una

seleccion de colonias y preparar gliceroles a partir de ellas, como ya se ha mencionado.
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Produccion de la proteina recombinante.

Una vez comprobada la eficiencia de la expresion de la proteina y de su
actividad lipolitica, el paso siguiente fue producirla en cantidad suficiente a partir de un
lote de cultivo mayor, para realizar los estudios necesarios en la caracterizacion de su
actividad.

Se hicieron dos precultivos, uno de 10 mL y otro de 100 mL, para finalmente
obtener un cultivo de 1L, en el cual se llevara a cabo la expresion de la proteina. Se
prepardé el primero inoculando 10 mL de medio LB-Amp con células transformantes
BL21/PET+lipAQC reactivadas en agar LB-Amp a partir de los gliceroles hechos
después de la comprobacién de actividad lipolitica. El tubo se dejo en incubacién a 37°C
y 250 rpm durante toda la noche. El segundo preinéculo se hizo al adicionar el
contenido del primero a un matraz con 100 mL de medio LB-Amp, éste se dejo en
incubaciéon a las mismas condiciones de 1 a 2 h. Entonces se obtiene el cultivo final
adicionando el contenido de éste ultimo a un matraz con 900 mL de LB-Amp. Para la
induccién de la expresién se siguié el mismo procedimiento mencionado antes. Ya que
la proteina recombinante no es secretada al medio es necesaria la recuperacion del
pellet celular por centrifugacién (4500 rpm durante 15 min a 4°C) usando una centrifuga
Avanti J-25i con rotor JLA 10.500 de Beckman (varias centrifugaciones para obtener un
solo pellet es recomendable para su posterior manejo). Este se guardé en congelacion
hasta su tratamiento.

Se comprobd que hubiese expresion mediante una electroforesis en gel de
acrilamida SDS-PAGE a partir de alicuotas del cultivo como ya se ha descrito.

Para obtener la lipasa recombinante de B. pumilus GMA1 se siguié el mismo
procedimiento de produccion de la proteina recombinante LipAQC-6H. Se utilizaron las
transformantes pETbpl, que consisten en células de E. coli BL21 transformadas con el
vector pET-22b(+) ligado al gen de la lipasa madura de B. pumilus GMA1. Dicha

transformante fue proporcionada por el Dr. Ismael Bustos Jaimes.

3.2.6. Purificacion.

Una vez llevada a cabo la expresion de las lipasas recombinantes de B. pumilus
QC y GMA1, se procedié a su purificacion a partir de la biomasa obtenida de sus

respectivas transformantes en células de E. coli BL21.
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Obtencion del extracto intracelular.

Dado que la lipasa recombinante no es excretada el medio se necesita obtener
el extracto intracelular, en el cual se encuentra la proteina, a partir de la biomasa de
células transformantes recuperadas por centrifugacion. Durante todo el procedimiento
se trata de conservar baja la temperatura a fin de evitar la degradacion de la proteina
manteniendo las soluciones en hielo. El pellet de células transformantes se resuspendid
en 20-30 mL de amortiguador de fosfatos 20 mM pH 7.5 con 1% de Tris. Las células se
rompieron por sonicacion (sonicador CV26, Cole Parmer) con 10 pulsos de 20
segundos con intervalos de 1 min a 45% de amplitud. La solucién resultante se
centrifug6 a 4°C y 15000 rpm durante 20 min usando una centrifuga Sorvall RC-5B (Du
Pont Instruments). El sobrenadante se transvasé a otro tubo para centrifuga y se volvio
a centrifugar a las mismas condiciones. Este se conservd en refrigeracion hasta su

purificacion y el precipitado fue desechado.

Purificacion mediante cromatografia en fase liquida por afinidad.

Para la purificacion de la proteina a partir del extracto intracelular, se utilizd el
equipo cromatografico HPLC de Waters, [integrado por: controlador (600S), bomba
(626), detector dual de absorbancia (2487), desgasificador en linea (AF), colector de
fracciones (lll)], y una columna empacada con una resina de afinidad (Protino Ni-IDA,
Macherey Nagel) previamente preparada con una solucién de Niquel (NiSO4 10 mM), la
cual tiene afinidad por la cola de histidinas de la proteina. Para el manejo del equipo se
utilizé el programa Empower (Waters). El procedimiento de purificacion seguido es el
sugerido por el fabricante de la resina con algunas modificaciones. Durante toda la
corrida cromatografica se utilizd6 una velocidad de flujo de 4 mL/min, para pasar las
disoluciones por la columna. Se pasaron 200 mL del amortiguador de equilibrado
(fosfatos 20 mM con NaCl 500 mM e imidazol 5 mM pH7.5), se inyectaron 10 mL del
extracto intracelular al equipo y se pasaron otros 200 mL del amortiguador de
equilibrado. Para la elucién se adiciona el amortiguador de elucion (fosfatos 20 mM,
NaCl 500 mM e imidazol 500 mM pH7.5) de forma gradual para hacer un gradiente de
imidazol de 20 a 500 mM durante 90 minutos. En tubos de ensaye se colectaron
fracciones de 4 mL, a partir de que se empez6 a observar en el cromatograma la sefal
correspondiente a la elucion de la proteina de interés, y se guardaron en refrigeracién a

4°C hasta su dialisis.
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Dialisis.

Para eliminar el imidazol presente en la solucion de la proteina purificada y
concentrarla en glicerol, las fracciones recuperadas de la cromatografia en fase liquida
por columna de afinidad se sometieron a dialisis. La membrana de dialisis conteniendo
las fracciones con mayor cantidad de proteina purificada se cerr6 perfectamente a fin de
evitar fugas, se introdujo en un matraz con 2 L de amortiguador de fosfatos 20 mM a pH
7.5y se puso en agitacion magnética a 4°C durante 2 h. Se hizo el cambio por otros 2 L
del mismo amortiguador y se continu6 la dialisis. Para concentrar la muestra, la
membrana se colocd en una probeta con suficiente glicerol y se dejé en agitacion
aproximadamente una hora y media, hasta que su volumen se redujo a un poco mas de
la mitad del inicial. La membrana fue abierta por un extremo y con ayuda de una pipeta
desechable se paso el contenido a un frasco color ambar etiquetado y se conservo a -
20°C.

3.2.7. Cuantificacion de proteina.

La concentracion de proteina purificada en el concentrado se determind
mediante el método de acido bicinconinico (BCA). Se prepar6 una solucion del reactivo
BCA como se muestra en el ANEXO | y a partir de ésta la mezcla BCA-Cu con 9800 uL
de reactivo BCA mas 200 uL de CuSO4 (4 g/100 mL). Se hizo una curva patrén con
diluciones de una solucion estandar de albumina sérica bovina (Sigma) de 1 mg/mL,
como se muestra en la Tabla 3- 9. Se prepararon diluciones de la muestra concentrada
de enzima recombinante en 100 yL y se adicioné 1 mL de la mezcla BCA-Cu. Los
factores de dilucién se varian a fin de que las medidas de absorbancia caigan dentro de
la curva patréon. La curva patrén y la muestra se analizaron al mismo tiempo,
preparando primero las diluciones y adicionando al ultimo 1000 uL de la mezcla BCA-Cu
a cada una, se agitan perfectamente en vortex y se incuban a 37°C durante 30 min.
Entonces se mide la absorbancia a 562 nm. A partir de la curva patron (con un
coeficiente de correlacion ~1.0), se obtuvo la ecuacion de la linea de tendencia, la cual
sigue la siguiente forma: Aapsorbancia= Mpendiente Xconcentracion, @ Partir de la cual se determina
la concentracion de la muestra sustituyendo el valor de la absorbancia y multiplicando

por su factor de dilucién.
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Tabla 3- 9. Curva patrdon con solucion estandar de albumina sérica bovina.

No. Concentracion | Estandar de Agua Mezcla Absorbancia | Factor de
tubo de proteina albumina (uL) BCA-Cu 562 nm dilucién
(mg/mL) (HL) (mL)
1 (blanco) 0 0 100 1 -

2 0.02 2 98 1 50
3 0.05 5 95 1 20
4 0.10 10 90 1 10
5 0.15 15 85 1 6.666
6 0.20 20 80 1 5
7 0.40 40 60 1 2.5
8 0.60 60 40 1 1.666
9 0.80 80 20 1 1.25
10 1.00 100 0 1 1

3.2.8. Determinacion de peso molecular y punto isoeléctrico.

El peso molecular (PM) de la proteina recombinante purificada fue determinado
mediante electroforesis en gel SDS-PAGE con un marcador de bajo peso molecular
(Fermentas). Se cargan en el gel 5 uL de muestra + 5 uL de amortiguador de carga. El
andlisis de bandas se hizo con el programa Quantity One (Biorad v.4.2.1).

El punto isoeléctrico (pl) de la proteina recombinante purificada se determiné por
electroforesis de isoelectroenfoque (IEF, isoelectric focusing electrophoresis) utilzando
el equipo Phast System (Pharmacia). Se utilizaron geles de IEF para pl de 3-9
(Healthcare), los cuales se cargaron con 5 pL de la muestra y 5 pL del estandar de pl de
3-9 (Healthcare). El gel IEF se cortd y el patron de bandas de cada parte fue revelado
segun correspondia mediante tincion de Coomassie (‘Fast Coomassie staining”,
Pharmacia), tincion de plata (“PlusOne Silver Staining Kit”, Amersham Biosciences) y
actividad “in situ” con a-naftil acetato (como se indica en el ANEXO 1). El andlisis de
bandas se hizo con el programa Quantity One (Biorad v.4.2.1).

También se obtuvieron los valores tedricos de PM y pl correspondientes a las
proteinas recombinantes, a partir de la secuencia putativa de aminoacidos de cada una,
con ayuda de la herramienta ProtParam del servidor ExPASy (Expert Protein Analysis
System) [43].
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3.2.9. Ensayos de actividad enzimatica.

La actividad lipolitica se evalué mediante la medicién de p-nitrofenol (pNF)
liberado a partir de sustratos cromogénicos (p-nitrofenil ésteres) y mediante la obtencién
del perfil de acidos grasos producidos por la hidrdlisis de grasa butirica. Estos ensayos
se llevaron a cabo para el analisis de las lipasas recombinantes LipAQC-6H y

LipAGMA1-6H a fin de obtener datos comparativos.

3.2.9.1. Ensayos cinéticos.

Las mediciones cinéticas se llevaron a cabo mediante ensayos
espectrofotométricos, los cuales se realizaron utilizando como sustratos compuestos
cromogeénicos sintéticos, p-nitrofenil ésteres, que son hidrolizados por la lipasa con la
consecuente liberacion de p-nitrofenol (pNF). La liberacion de éste ultimo se monitored
durante el transcurso de una curva de progreso de reaccion, midiendo el cambio en la
absorbancia a 410 nm (hasta que el cambio en la absorbancia fue menor al 0.1%) con
un espectrofotometro (UV/Vis) Cary 400 (Varian) provisto de un controlador de
temperatura Varian Cary para mantener la temperatura constante y se cuantifico

mediante una curva de calibracion de pNF (30- 600 uM).

Constantes cinéticas.

Los parametros cinéticos, K, Y ke, S€ determinaron a partir de los datos de
aparicion de producto en un curso de tiempo de la reaccién de hidrélisis enzimatica del
sustrato. El ajuste de datos de las curvas de progreso para el calculo de los parametros
cinéticos se realizdé usando el software ENCORA (Enzymatic Conversion Rate Analysis)
version 1.2, el cual se basa en la integracion numérica de la ecuacién diferencial de
Michaelis-Menten-Henry, por el método de Runge-Kutta [44,45]. Los ensayos
enzimaticos se realizaron usando como sustrato p-nitrofenil acetato (pNFA) en una
mezcla de reaccion a un volumen final de 1 mL conteniendo 1 pM de enzima
recombinante purificada, 500 uM de sustrato, 0.226 % v/v de Triton X-100 y el resto de
amortiguador, y se monitoreé en un tiempo de reaccion de 15 min. Las reacciones
enzimaticas se llevaron a cabo en amortiguadores de distinto pH y diferente
concentracion de NaCl, indicados en la Tabla 3- 10, condiciones similares a las
presentadas en la maduracion de los quesos: a pH 5.5 con diferente porcentaje de sal; y

pH 7.5, el cual se utiliza como control. Los ensayos se hicieron por cuadruplicado.
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Tabla 3- 10. Amortiguadores utilizados en los ensayos de actividad lipolitica.

Amortiguador pH % NaCl Cambio en fuerza iénica (Al)
0 0
Citratos 50 mM 5.5 2 0.3422
5.5 0.9411
Fosfatos 50 mM 7.5 0 0

Especificidad de sustrato.

La especificidad de sustrato de la proteina recombinante se determiné usando p-
nitrofenil ésteres de distinta longitud de cadena: p-nitrofenil acetato (pNFA; C2), p-
nitrofenil butirato (pNFB; C4), p-nitrofenil decanoato (pNFD; C10) y p-nitrofenil laurato
(PNFL; C12). Las mezclas de reaccion se prepararon en un volumen final de 1 mL con 1
MM de enzima recombinante purificada, 100 uM del sustrato respectivo y 0.226% de
Triton X-100 en el amortiguador de citratos 50 mM ajustado a pH 5.5. La concentracion
de los sustratos se determind con base en la solubilidad presentada por éstos en las
condiciones del ensayo. Los tiempos de reaccién para cada sustrato son de 15 min,
para los dos primeros, 90 y 480 min para los dos ultimos respectivamente. Los ensayos

se hicieron por cuadruplicado.

Estabilidad de sustratos y enzimas.

En todos los experimentos se realizé un control negativo usando una mezcla de
reaccion de idéntica composicion con la excepcion de que la enzima es omitida, a fin de
evaluar la estabilidad del sustrato en las condiciones y tiempo de reaccién midiendo en
cambio en la absorbancia de la muestra. También se realizaron ensayos para evaluar la
estabilidad de las enzimas en las condiciones de reaccion, para lo cual se prepararon
disoluciones de 3.7 mL con una concentracion de 2 yM de enzima en cada uno de los
amortiguadores mostrados en la Tabla 3- 10, y se dejaron a 20°C durante 1 h. Se
tomaron alicuotas de 500 pL a los tiempos 0 (antes de poner a 20°C recién preparada la
mezcla), 5, 10, 15, 30 y 60 min y se midi6é su actividad en una mezcla de reaccion de
1mL con 500 uM de pNFA, 0.226% de triton X-100 y el respectivo amortiguador durante
un tiempo de reaccion de 30 seg. Los ensayos se hicieron por duplicado.

La preparacion de las disoluciones de los sustratos de p-nitrofenil ésteres se
muestra en el ANEXO 1.



METODOS Y MATERIALES

3.2.9.2. Ensayos de hidrélisis de grasa butirica.

El perfil de los productos de la hidrdlisis lipolitica de grasa butirica se analizé

mediante cromatografia de gases.

Preparacion de la emulsion.

Se prepar6 una emulsibn segun O’Connor y col. [46] con algunas
modificaciones. Se pesé 1 mg de grasa butirica y se disolviéo en 40 mL de amortiguador
de citratos 50 mM pH 5.5 junto con 240 mg de caseinato de sodio y 20 mg de a-lecitina.
La mezcla se homogenizé por sonicacion (39% de amplitud, intervalos de 40 seg) hasta
que la grasa se hubo emulsificado (no se observaron gotas de grasa). Se tomaron
alicuotas de 2 mL y se colocaron en tubos para centrifuga de 15 mL, limpios y estériles.
La reaccion de hidrdlisis se inicio adicionando a cada emulsién la lipasa
correspondiente, segun se indica en la Tabla 3- 11, a una concentracién final de 1
MM/mL y se dejo proceder durante 24 y 48 h en incubacion a 20°C y 200 rpm. También
se utilizaron muestras sin lipasa como blancos, para los tiempos 0, 24 y 48 h. Una vez
terminado el tiempo de reaccion, las muestras se conservaron a -70°C hasta su

tratamiento. Las emulsiones fueron preparadas por duplicado.

Tabla 3- 11. Emulsiones de hidrdlisis lipolitica y tiempo de reaccion de cada una.

Clave de . . . Tiempo de reaccién (h)
emulsion Lipasa adicionada

0 24 48

EB ninguna v » >

EQ LipAQC-6H > ;

EG LipAGMA1-6H > »

Cada mezcla de reaccion, incluyendo los blancos, fue tratada de la misma
manera como se muestra a continuacion. La cantidad de acidos grasos liberados por la
hidrdlisis de grasa butirica se analizé utilizando el método descrito por Needs y col. [47]

con algunas modificaciones [4,46].

Extraccion de lipidos.
La muestra se descongelé en un bafio de agua a temperatura ambiente. Se
adicionaron 5 mL de éter dietilico frio, 600 pyL de HCI (35% v/v acuoso) frio y una

concentracién conocida (aproximadamente 0.5 mg) de cada estandar interno: acido
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valérico (C5:0, Sigma) y acido tridecanoico (C13:0, Sigma). La mezcla de extraccion se
agitd en vortex durante 2.5 min y fue centrifugada a 3340 rpm durante 10 min a 4°C. Se
recuperd la fase organica (extracto de éter) y se transfirio a un vial con 200 mg de
Na,SO, anhidro para ser secada. El vial se dejo en reposo minimo 20 min en hielo para

disminuir la evaporacién del disolvente.

Recuperacién de acidos grasos libres.

Para separar los acidos grasos libres (AGL) se transfirieron 2.5 mL del extracto
de éter a un tubo de ensaye de 10 mL con tapa rosca conteniendo 100 mg de resina
Amberlyst A26 (Aldrich, ver preparacion de la resina en ANEXO 1) y 1.25 mL de
metanol. El tubo fue puesto en agitacion a 150 rpm durante 1 h. Se eliminé el solvente y
la resina se lavé 5 veces con 3.5 mL de una mezcla éter-metanol (2:1 v/v), después se

sec6 bajo una ligera atmdsfera de nitrdgeno a temperatura ambiente.

Preparacion de acidos grasos totales.

Para el andlisis de acidos grasos totales (AGT) se transfirio 1 mL del extracto de
éter seco a un tubo de ensaye de 10 mL con tapa rosca. Se evaporé el solvente bajo
una ligera atmdésfera de nitrégeno a temperatura ambiente y se adicionaron 250 pl de

hexano.

Metilacion de acidos grasos.

El agente metilante (HCI en metanol 5% v/v) se prepara adicionando por goteo y
con mucho cuidado (los reactivos pueden reaccionar violentamente) 1 mL de cloruro de
acetilo a 10 mL de metanol anhidro conservado en hielo [Carroll 1962]. Se adicion6 1
mL del agente metilante recién preparado a cada tubo de ensaye para el analisis de
AGL y AGT. Se adicionaron 4 esferas de tamiz molecular (4A, Sigma) a cada tubo, se
tapo bien y se pusieron en incubacion a 30°C en oscuridad durante toda la noche sin
agitacion.

Después de la metilacion se adicioné 1 mL de hexano a cada tubo, los cuales se
agitaron durante 2 min suavemente. Entonces se adicion6 1 mL de solucién de NaCl
saturado y la mezcla se agité por 20 seg. La capa de hexano se remueve con una
pipeta Pasteur y se colocé en un vial de 1.5 mL para su analisis por cromatografia de

gases.
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Analisis por cromatografia de gases.

El cromatégrafo de gases (Agilent 6890N) cuenta con: una columna capilar
(1909N-133 INNOWAX, 30.0m x 0.25 mm x 0.25 uym); un detector de ionizacién de
flama (FID, Flame lonization Detector); y un inyector (Agilent 7683) provisto de una
jeringa de 10.0 uL. EL gas acarreador fue N, con un flujo de 5 mL/ min y la temperatura
programada del horno se muestra en la Tabla 3- 12. Se inyectd 1.0 yL de cada muestra

por triplicado. El andlisis de acidos grasos de C4:0 a C18:3 requirié de 23.7 min.

Tabla 3- 12. Programacion del horno del cromatdgrafo de gases.

Incremento Temperatura Tlemp_o Tiempo de
o . 1o mantenido .
(°C/min) fija (°C) . corrida
(min)
Inicio - 80 1 1
Rampa 1 15 150 5 8.67
Rampa 2 5 200 5 23.67

Los AGL fueron identificados por sus tiempos de retencién relativa, los cuales se
determinaron mediante la elaboracion de curvas de calibracion. Para éstas se utilizaron
soluciones estandar de concentracion conocida de diferentes metil ésteres de acidos
grasos de distinta longitud de cadena. Estas se prepararon al disolver en hexano una
cantidad conocida de los estandares, los cuales fueron: metil butirato (C4:0, Aldrich);
metil hexanoato (C6:0, Merck); mezcla GLC-30 [metil octanoato (C8:0), metil decanoato
(C10:0), metil laurato (C12:0), metil miristato (14:0), metil palmitato (C16:0), Supelco];
mezcla GLC-10 [metil palmitato (C16:0), metil estearato (C18:0), metil oleato (C18:1),
metil linoleato (C18:2), metil linolenato (C18:3), Supelco]; mezcla GLC-90 [metil
tridecanoato (C13:0), metil pentadecanoato (C15:0), metil heptadecanoato (C17:0), metil

nonadecanoato (C19:0), Supelco]. Cada muestra se inyecto por triplicado.



4. RESULTADOS.

4.1. Reactivacion de Bacillus pumilus QC.

Se logré la reactivacion eficiente del microorganismo en tubos con caldo
nutritivo. Se aprecié crecimiento después de 18 horas de incubacion a 37°C y 250 rpm,
sin embargo hay que sefialar que al cultivar la bacteria en medio BHI se observa una
mayor turbidez, por lo que se obtiene un mejor desarrollo del microorganismo en este

medio.

4.2. Actividad enzimatica en caja Petri.

La presencia de actividad lipolitica y proteolitica extracelular reportada para
especies de B. pumilus, entre otras del mismo género, se comprob6é mediante los
ensayos de difusion en placa [31,48].

La degradacion de tributirina por difusién en agar se logré apreciar mediante la
formacion de los halos de actividad (zonas translucidas) alrededor de la colonias de B.
pumilus QC sembradas en agar-tributirina (1%), lo que comprueba que estas colonias
presentan actividad lipolitica, Figura 4- 1 A. Las colonias son de color crema con
crecimiento simétrico y borde liso.

El microorganismo también presenta actividad proteolitica como se puede ver en
la Figura 4- 1 B, dado que exhibe halos de actividad en las cajas con agar-leche-
descremada (1.5%). Aunque el tamano de las colonias fue significativamente menor.

Cabe sefialar que debido a las diferencias en el tipo y cantidad de nutrientes
presentes en los medios, las colonias aisladas en el agar-tributirina fueron mas grandes
que las colonias aisladas en las cajas de actividad proteolitica. Sin embargo, el tamafo
del halo en relacion al tamafio de las colonias, fue menor en las cajas de actividad
lipolitica que en la cajas de agar-leche-descremada (1.5%) como se puede apreciar en

la Figura 4- 1 C. Esto es debido a la pobreza de es este ultimo medio de cultivo.
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(A) ' (B)

(C)

Figura 4- 1 Colonias de B. pumilus aislado de queso Cotija que muestran halo de actividad
enzimatica. (A) Halo de actividad lipolitica; (B) Halo de actividad proteolitica; (C) comparacion de
halos de actividad, izquierda lipolitica y derecha proteolitica.

4.3. Corrovoracion de la identificacion de la bacteria.

Tincion de Gram.

La observacion al microscopio de las bacterias tefidas por la técnica de Gram
muestra la presencia de bacilos largos de color purpura intenso. El color purpura es
positivo para bacterias Gram + y los bacilos largos son la forma esperada para bacterias
de Bacillus pumilus, lo cual coincide con lo reportado por Garcia-Saturnino [33]. No se
detectan otras formas de bacterias u otra coloracion, por lo que se asume que no hay

contaminacién de otros microorganismos.
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Tabla 4- 1. Resultados de la galeria APl 50 CH.

9 (] 2 ]
2| 2 2¢ B o|g| 3 ie B

8 (14 8 14
0 TESTIGO . 25 | Esc | FSCulnadlato |,

errico

1 GLY GLlIcerol + 26 SAL SALcina +
2 | ERY ERlritol - 27 | CEL D-CELobiosa ¥
3 DARA D-ARAbinosa - 28 MAL D-Maltosa -
4 | LARA | L-ARAbinosa ¥ 29 | LAC D-LACtosa i
5 | RB D-RIBosa ¥ 30 | MEL D-MELibiosa -
6 DXYL D-XlILosa ? 31 SAC D-SACarosa +
7 | xvi L-XILosa - 32 | TRE D-TREhalosa ¥
8 | ADO D-ADOnitol - 33 | INU INUlina -
9 | MDX thl'r'a[;gsa ; 34 | MLZ D-MeLeZitosa ]
10 GAL D-GALactosa ? 35 RAF D-RAFinosa -
1| 6LU D-GLUcosa ¥ 36 | AMD AlmiDon i
12 FRU D-FRUctosa + 37 GLYG GLIcoGeno -
13 | MNE D-MamNosA ¥ 38 | XLT XiLiTol i
14 | SBE L-SorBosA - 39 | GEN GENtiobiosa ?
15 RHA L-RHAmnosa - 40 TUR D-TURanosa -
16 | DUL DULcitol - 41 | Lyx D-LIXosa i
17 INO INOsitol - 42 TAG D-TAGatosa +
18 | MAN D-MANitol ¥ 43 | DFUC D-FUCosa i
19 | Sor D-SRObitol - 44 | LFUC L-FUCosa i
20 | MDM Mar':’(';tiir'::]?);i w |- 45 | DARL D-ARabitoL i
21| MDG | gt e | 46 | LARL L-ARabitoL i
22 NAG AcetiIGIL:\::-osamina ? 47 GNT |GlucoNaTo potasico -
23 | AMY AMigdalina ? 48 | 2KG Z'Ce;gg'suigg”am .
24 | ARB ARButina ¥ 49 | 5KG 5'Ce;gg'suigg”at° ;

(+) lectura positiva; (-) lectura negativa; (?) lectura indeterminada.
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Pruebas bioquimicas.

Los resultados de los ensayos de fermentacion de la galeria API 50 CH
(bioMérieux) se aprecian mediante el cambio de color de cada microtubo, debido al
acido producido, que es revelado por el indicador de pH del medio APl 50 CHB/E.
El cambio de color presentado o el color del medio conservado se interpreta como
positivo (+) o negativo (-) respectivamente, si no se puede apreciar un cambio de color
notorio, se interpreta como dudoso (?). Dichos valores fueron introducidos al programa
ApiLAB Plus (bioMérieux V.3.3.3), el cual los corrobora con su base de datos para
lograr la identificacion de la bacteria. Los resultados leidos a las 48 h se presentan en la
Tabla 4- 1 y también se especifica el sustrato de cada microtubo de la galeria.

El programa identificé al perfil bioquimico presentado por el microorganismo
como propio de Bacillus pumilus con un ID= 99.9% vy lo calific6 como “Muy buena

identificacion”.

4.4. Secuenciacion.

Para tener mayor certeza de la identidad del microorganismo se realiz6 su
identificacion por métodos moleculares. Se obtuvo la secuencia de la region v3 del gen
16s ARNr de B. pumilus QC y de B. pumilus GMA1. Para ésta ultima no habia sido
reportada dicha secuencia. También se obtuvo la secuencia del gen lipA de B. pumilus
QC, regién que codifica para la lipasa madura LipAQC (se denomind LipA por su
identidad con la lipasa de B. subtilis). La discusion de resultados se hace en dos etapas,
primero se analizan las secuencias de la regién v3 del gen 16s ARNr y después la

secuencia del gen lipA y la correspondiente secuencia de aminoacidos deducida.

4.4.1.Region V3 del gen 16s ARNTr.

Las reacciones de PCR para la amplificacion de la regién V3 del gen 16s ARNr
de B. pumilus QC y de B. pumilus GMA1 se llevaron a cabo satisfactoriamente, dado
que en el gel de agarosa al 1% se detectaron para cada muestra bandas unicas de
aproximadamente 200 pb correspondientes a los productos de amplificacion
(amplicones) esperados para ambas bacterias, segun se aprecia en la Figura 4- 2. Las
bandas se purificaron y se enviaron a secuenciar al Instituto de Fisiologia Celular de la
UNAM.
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pb 1 2 3
1000 > s
500 >
200 > e < 200 pb

Figura 4- 2. Gel de Agarosa al 1% que muestra las bandas de los productos de amplificacion de
la region v3 del gen 16s ARNr de B. pumilus QC y B. pumilus GMA1. Carril 1: marcador de pesos
moleculares de 50 pb (Fermentas, 4 yL); carril 2: amplicon de B. pumilus QC (5 pyL de muestra +
3 uL de amortiguador de carga); carril 3: amplicén de B. pumilus GMA1 (5 yL de muestra + 3 pL
de amortiguador de carga).

Los electroferogramas de las secuencias de nucledtidos de las muestras se
presentan en el ANEXO Il. El andlisis de las secuencias se presenta a continuacion. Se
realizaron alineaciones comparativas utilizando las herramientas computacionales:
BLAST (Basic Local Alignment Search Tool, NCBI) [34]; CLUSTALW (Multiple
Sequence Alignment) [40]; y EditSeq (DNAstar, v.5.02).

Bacillus pumilus QC.
La secuencia de nucledtidos para la region V3 del gen 16s ARNr de B. pumilus

QC corresponde a un fragmento de 197 pb y se presenta en la Tabla 4- 2.

Tabla 4- 2. Secuencia de nucleétidos perteneciente a la region V3 de la subunidad 16s ribosomal
de B. pumilus QC.

Numero de bases Secuencia (5’- 3’)

1-50 actcctacgg gaggcagcag tagggaatct tccgcaatgg acgaaagtct
51-100 gacggagcaa cgccgcgtga gtgatgaagg ttttcggatc gtaaagctct
101-150 gttgttaggg aagaacaagt gcgagagtaa ctgctcgcac cttgacggta
151-197 cctaaccaga aagccacggc taactacgtg ccagcagccg cggtaat




RESULTADOS

Al comparar la secuencia obtenida con otras secuencias reportadas en la base
de datos del GenBank [34] con ayuda del programa BLAST se encontré que tiene una
identidad del 100% con bacterias del género Bacillus comparando el 100% de la
secuencia y mas especificamente con la especie B. pumilus como se muestra en la
Tabla 4- 3 (se muestran solo algunos de los resultados con porcentajes de identidad

mas altos).

Tabla 4- 3. Resultados de la comparacion de la secuencia obtenida de la region v3 de la
subunidad 16s ribosomal ARN de B. pumilus QC con ayuda del programa BLAST. Tabla
realizada a partir de los datos en la Figura 7.6 del jError! No se encuentra el origen de la
referencia..

Descripcion Cobertura Valor de. Identidad
Expectancia

sB:((;:lj//eL:']Sch- A-A-N-2-2 egne for 16S rRNA, partial 100% 66-98 100%
Bac{//us sp. F-2-1 16S ribosomlsomal RNA gene, 100% 66-98 100%
partial secuence
Bacillus pqmilus strain CSB16 16S ribosomal RNA 100% 66-98 100%
gene, partial secuence
Bacillus pumilu_s strain SH-B30 16S ribosomal RNA 100% 66-98 100%
(rrs) gene, partial secuence
Bacillus pqmllus strain SY28 16S ribosomal RNA 100% 66-98 100%
gene, partial secuence
Bacillus pqmllus strain 016T 16S ribosomal RNA 100% 66-98 100%
gene, partial secuence
Bacillus pL_Imllus strain GZUB30 16S ribosomal RNA 100% 66-98 100%
gene, partial secuence

Valor de expectancia (E-value): indica el calculo estadisitico que representa el niumero de
alineamentos que podrian esperarse que ocurrieran solamente por azar.

Bacillus pumilus GMA1.

El amplicon de la region V3 del gen 16s ARNr de B. pumilus GMA1 corresponde
a un fragmento de 197 pb, cuya secuencia se presenta en la Tabla 4- 4. Esta secuencia
no habia sido reportada, sin embrago, en 2008 Bustos-Jaimes y col. [37] introdujeron a
la base de datos del GenBank la secuencia correspondiente al gen 16S con numero de
acceso EU391538. Dicha informaciéon comprueba que la secuencia obtenida en este

estudio es correcta.
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Tabla 4- 4. Secuencia de nucledtidos presentes en la region V3 de la subunidad 16s ribosomal
de B. pumilus GMA1.

Numero de Secuencia (5’- 3’)
bases
1-50 actcctacgg gaggcagcag tagggaatct tccgcaatgg acgaaagtct
51-100 gacggagcaa cgccgcgtga gtgatgaagg ttttcggatc gtaaagctct
101-150 gttgttaggg aagaacaagt gcgagagtaa ctgctcgcac cttgacggta
151-197 cctaaccaga aagccacggc taactacgtg ccagcagccg cggtaat

El alineamiento de las secuencias de la region V3 del gen 16S ribosomal de B.
pumilus QC y GMA1 se muestra en la Figura 4- 3, en la que se muestra que existe un
100% de identidad entre las secuencias comparando el 100% de los nucleétidos. Este

analisis se realiz6 utilizando el programa CLUSTAL W.

CLUSTAL W (1.81) multiple sequence alignment

Bp_QC 1l6s
Bp GMAl 16s

ACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAA
ACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAA

AR R R S R SRS R R R RS SRR RS R SRR R R R R R R R R R R R R R RS S S

CGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGT
CGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGT

AR R R S RS S S S SRR SR SRR SR SRR R R SRR R R R R R R R R R R RS R RS S

Bp_QC 1l6s
Bp GMAl 16s

Bp_QC 1l6s
Bp GMAl 16s

GCGAGAGTAACTGCTCGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTG
GCGAGAGTAACTGCTCGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTG

dhkkkhkkhkkhkhkkhkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhhhrkx

Bp_QC 1l6s
Bp GMAl 16s

CCAGCAGCCGCGGTAAT
CCAGCAGCCGCGGTAAT

*hkkkhkhkkkkhkkkhkkkkhk

Figura 4- 3. Alineamiento de secuencias de nucléotidos de la regiéon V3 de la subunidad
ribosomal 16S de Bacillus pumilus QC y Bacillus pumilus GMA1 mostrando una identidad del
100%. Bp_QC_16s: secuencia perteneciente a B. pumilus QC; Bp_GMA1_16s: secuencia
perteneciente a B. pumilus GMA1.

Dado que las secuencias de la region v3 del gen 16S de las cepas QC y GMA1
son idénticas, éstas presentan los mismos resultados en la comparaciéon de la
secuencia de nucleétidos con las ya reportadas en la base de datos del GenBank (Tabla
4- 3). Como ya se menciond, se sefiala una identidad del 100% con secuencias
pertenecientes al género de Bacillus y especificamente con B. pumilus, cubriendo el
100% de la secuencia introducida. Con lo anterior se comprueba que ambas bacterias

pertenecen a la especie Bacillus pumilus.
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4.4.2. Region que codifica para la lipasa.

Se amplificéd la regidn que codifica para la lipasa madura LipAQC de B. pumilus
QC. Al visualizar el producto de amplificacién después de una electroforesis en gel de
agarosa al 1% se detectd una unica banda de aproximadamente 575 pb
correspondiente al tamafio esperado del amplicon, como se puede ver en la Figura 4- 4,

lo que demuestra que la reaccioén se llevo a cabo satisfactoriamente.

pb 1 2

s < ~570 pb

200 >

Figura 4- 4. Gel de Agarosa al 1% que muestra la banda del producto de amplificacion del gen
lipA de B. pumilus QC, que codifica para la lipasa madura. Carril 1: marcador de pesos
moleculares de 50 pb (Fermentas, 4 yL); carril 2: amplicon de lipA (5 pyL de muestra + 3 pL de
amortiguador de carga).

La secuencia de este fragmento reveld que el gen lipA corresponde a una
secuencia de 546 pb, la cual se muestra en la Tabla 4- 5 (el electroferograma se
presenta en el ANEXO Il). También se muestra la secuencia putativa de aminoéacidos
de la lipasa madura LipAQC, la cual es una proteina de 181 aminoacidos con un peso
molecular (PM) tedrico de 20 kDa. Dicha secuencia de aminoacidos se obtuvo a partir
de la traduccion de la secuencia de nucleétidos con ayuda del programa EditSeq
(DNAstar) y su PM se determin6 con el programa ProtParam (ExPASy) [43]. En la
secuencia se distingue el pentapéptido consenso Ala-X;-Ser-X,-Gly caracteristico de las
lipasas del género Bacillus y los residuos de la triada catalitica Ser77, Asp133 e His156,
identificados por homologia con la secuencia de LipA de B. subtilis [21]. De acuerdo con
la clasificacion de lipasas y esterasas de Arpigny y Jaeger (1999), esta informacién

coloca a la lipasa de B. pumilus QC en la subfamilia 1.4 [11].
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Tabla 4- 5. Secuencia de nucleétidos del gen lipA y la correspondiente secuencia putativa de
aminoacidos de la lipasa madura de Bacillus pumilus QC, LipAQC.

Numero de
nucleoétidos

Secuencia nucleétidos / aminoacidos

Numero de
aminoacidos

1-51

gct gag cat aat ccg gta gtg atg gtg cat ggt atg ggaggagcg tct tat
AAEHNPVVMVHGMGSGASY

1-17

52-102 |aac ttc gct tcg att aaa agt tat ttg gtt aca caaggc tgg gaccgc aac

N FASI KSYLVTQGWDRN 18-34
103-153 |caa tta ttt gct att gat ttc ata gac aaaaca ggt aat aac cgcaac aat

QL FA 1 DF I DKT GNNIR RNN 35-51
154-204 |ggt cct cgt cta tcc aga ttc gtc aaa gat gtg cta gacaaaacg ggt gcc

G PRLSRFVKDVLDIKTGA 52-68
205-255 |aaaaaa gta gat att gtg gcg cat agt atg ggc ggg gcg aac acg tta tac

K K vVDI V AHSMGG GANTLY 69-85
256-306 |tat att aagaat cta gac ggcggc gat aaa att gaaaac gtc gtc aca ctt

Y | K NL DOGGDI K I ENWVVTL 86-102
307-357 |ggt ggagcgaatgga ctc gtt tca ctc agagca tta cca ggcacc gat cca

G GANGLV SLRALUPGTD P| 103119
358-408 |aat caaaaa att ctc tat aca tct gtc tat agc tca gcc gat ctg att gtt

NQ K1 LY TSVYSS AD L I V| 120136
409-459 |gtc aac agc ctt tcg cgt tta att ggcgcaaga aat gtc ctg atc cac ggc

V NSLSRLI GARNWVIL I H G| 137153
460-510 |gtt gga cat atc ggt cta tta acc tca agc caa gtg aaaggg tat gtg aaa

V GH I G L LTS S QV KGY V K| 15170
511-546 |gaagga ttg aatggcggaggacaa aat acg aat taa

E G LNGGGAQN T N fin 171-181

Cuadro gris ( ): pentapéptido consenso; asterisco (*): triada catalitica.

Una busqueda con ayuda de BLAST dentro de las secuencias de la base de

datos GenBank revela similitudes significativas de la secuencia de nucledtidos de

LipAQC con las de otras proteinas putativas producidas por bacterias del género

Bacillus, especificamente de Bacillus pumilus. En la Tabla 4- 6 se muestran los

resultados que presentan una mayor identidad en la comparacion, del 93 al 90%

considerando el 100% de la secuencia de nucleétidos, con lo cual se confirmdé que

LipAQC es una enzima perteneciente a esta familia de lipasas. Dentro de éstas lipasas

se encuentra la perteneciente a B. pumilus GMA1 (GenBank, numero de acceso

EUS52794),

la cual presenta una identidad del 90% con LipAQC.




RESULTADOS

Tabla 4- 6. Comparacion de la secuencia correspondiente a la lipasa madura LipAQC de Bacillus
pumilus QC. Datos tomados de la Figura 7.7 en el ANEXO II.

Descripcion Cobertura E)Xaaelgtraiiia Identidad
Bacillus pumilus SAFR-032, complete genome 100% 0.E+00 93%
f:;igféstfzglus strain F3 lipase precursor, gene, 100% 0.E+00 91%
gsﬁglus licheniformis ORF (partial), lip gen and icm 100% 0.E+00 91%
g;ci‘{gtllzé)sumilus strain GMA1 lipase precursor, gene, 100% 0.E+00 90%
Bacillus pumilus strain YZ02 lipase gene, complete cds 100% 0.E+00 90%
'\B;%cggs lipase gen for triacylglycerol lipase, strain 100% 0.E+00 90%
Bacillus pumilus lipase precursor, gene, complete cds 100% 0.E+00 90%

Valor de expectancia (E-value): indica el calculo estadisitico que representa el niumero de
alineamientos que podrian esperarse que ocurriera solamente por azar.

Con ayuda del programa CLUSTAL W se llevé a cabo la alineacién de
nucledétidos y de aminoacidos entre las secuencias de LipAQC vy la lipasa madura de B.
pumilus GMA1, llamada LipAGMA1 en este estudio. En la Figura 4- 5 A se muestra la
alineacién de nucledtidos, la cual presenta una identidad del 90%, las diferencias en
nucleétidos se muestran en cuadros grises y con marco negro las que se traducen en
cambios en la secuencia putativa de aminodacidos. El alineamiento de aminoacidos se
muestra en la Figura 4- 5 B, la cual presenta un 96% de identidad con 7 diferencias en
los aminoacidos. En la secuencia de LipAQC se tienen los residuos M12, A20, T28,
F37, L102, L111 y V169 que corresponden en la de LipAGMA1 a 112, F20, G28, Y37,
1102, S111 e 1169. De estos cambios, tres pueden representan diferencias significativas
debido a las propiedades de los aminoacidos: en la posicion 20 de A (hidréfobo) por F
(hidréfobo aromatico); en la 28 de T (polar sin carga) por G (hidréfobo); y enla 111 de L

(hidrofdbico) por S (polar sin carga).
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CLUSTAL W (1.83) multiple sequence alignment

LipAQC GCTGAGCATAATCCGGTAGTGATGGTGCATGGTA GAGGAGCGTCTTATAACTTHCGT
LipAGMAL GCTGAGCATAATCCGGTTGTGATGGTACACGGCATTIGGCGGTGCCTCTTATAACTTTTTIT

KARKAKAKAKAAKAAKA AN A KA KA K, kA kkhkkk k) K%k **% * LRI R IE S *
LipAQC TCGATTAAAAGTTATTTGGT CAAGGCTGGGACCGCAACCAATTAT|T[TGCTATTGAT
LipAGMAL TCTATTAAAAGTTATTTGGT CAAGGCTGGGATCGAAACCAATTATATGCTATCGAT

Kk Ak ok k ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok K B R i L T R I i b L i S e S

LipAQC TTCATAGACAAAACAGGTAATAACCGCAACAATGGTCCTCGTCTATCCAGATTCGTCAAA
LipAGMAL TTCATAGACAAAACAGGAAATAACCGCAACAATGGTCCGCGTCTATCCAGATTCGTCAAA

KAKAKAKAKAKAKAKAKAAKAKAAKAAKN A A A A A A AAAKAAAA A AN A, Ak A A A A A A A A A A A A A A A * K,k ok

LipAQC GATGTGCTAGACAAAACGGGTGCCAAAAAAGTAGATATTGTGGCGCATAGTATGGGCGGG
LipAGMAL GATGTGTTAGACAAAACGGGTGCCAAAAAAGTAGATATTGTGGCTCATAGTATGGGCGGA

KA KKK K A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A AAA AR A A A AN A AN A, Ak A A A A A A A ** kKK

LipAQC GCGAACACGTTATACTATATTAAGAATCTAGACGGCGGCGATAAAATTGAAAACGTCGTC
LipAGMAL GCGAACACATTATACTATATTAAGAATCTAGATGGCGGCGATAAAATTGAAAACGTIGTC

KA KA A A A A, A A A A A A A AR A AR A A AR AR A AR A, Ak AR A A AR AR AR AR AR AR AR KK kKK

LipAQC ACACTTGGTGGAGCGAATGGACTCGTTTCACTICAGAGCATTACCAGGCACCGATCCAAAT
LipAGMAL ACAATTGGTGGAGCAAACGGACTCGTTTCAAGCAGAGCATTACCAGGCACAGATCCAAAT

Sk M frxxxkkkkk k| kk kkkkxxkkkk k| Pk kkkkkx kA kkkkk ok ok Kk kkkkx kA A K
LipAQC CAAAAAATTCTCTATACATCTGTCTATAGCTCAGCCGATCTGATTIGTTGTCAACAGCCTT
LipAGMAL CAAAAAATTCTTTACACATCTGTCTACAGCTCAGCTGATCTCATCGTCGTCAACAGCCTC

KAKAKAKAKAKAKAKAKAK K*k AAAAAAAAAAK kA Ak Ak, Ak hkk *kk K,k *,hkhkkhkhkkk, k%%

LipAQC TCGCGTTTAATTGGCGCAAGAAATGTCCTGATCCACGGCGTTGGACATATCGGTCTATTA
LipAGMAL TCTICGTTTAATTGGCGCAAGAAACGTTCTGATCCATGGCGTTGGCCATATCGGTCTATTA

KK KKK KAKAAKAAKAAAAKAAAAAKAAK Ak AAK A A A h k| kA A A h k| A hkdhkhk kA A A A *A K,k *

LipAQC ACCTCAAGCCAAGTGAAAGGGTA AAAGAAGGATTGAATGGCGGAGGACAAAATACG
LipAGMA1l ACCTCAAGCCAAGTGAAAGGCTA TIAAAGAAGGACTGAACGGCGGAGGACAAAATACG
R R R R R R R e BRI R R L R L R R R R R R R R R B R
LipAQC AATTAA
LipAGMAL AATTAA
KKk Kk Kk kK
(A)
CLUSTAL W (1.83) multiple sequence alignment
LipAQC AEHNPVVMVHAMGGASYNEHASIKSYLVTRGWDRNQYFRAIDFIDKTGNNRNNGPRLSREFVK
LipAGMAL AEHNPVVMVHJIIGGASYNEEIS IKSYLVGRGWDRNQUYYATIDEFIDKTGNNRNNGPRLSRFVK
KAk KKKk KKK KK :****** *x X kK k% ********:***********************
LipAQC DVLDKTGAKKVDIVAHSMGGANTLYYIKNLDGGDKIENVVTLIGGANGLVSLRALPGTDPN
LipAGMAL DVLDKTGAKKVDIVAHSMGGANTLYYIKNLDGGDKIENVVTIIGGANGLVSSRALPGTDPN

R R R R i R R i Y L e B L S

LipAQC QKILYTSVYSSADLIVVNSLSRLIGARNVLIHGVGHIGLLTSSQVKGYKEGLNGGGONT
LipAGMAL QKILYTSVYSSADLIVVNSLSRLIGARNVLIHGVGHIGLLTSSQVKGY[IKEGLNGGGQNT
‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k*************************************:***********
LipAQC N
LipAGMA1 N
*

(B)

Figura 4- 5. Alineacién de secuencias de nucleétidos y aminoacidos de las lipasas maduras
LipAQC y LipAGMA1 correspondientes a las cepas B. pumilus QC y B. pumilus GMA1
respectivamente. (A) Alineacién de nucleétidos, identidad 90%. Cuadros grises (= ): diferencias
en nucledtidos; cuadros grises con marco negro ( D ): diferencias en nucleétidos que provocan
cambios un la secuencia de aminoacidos. (B) Alineacion de aminoacidos, identidad 96%.
Cuadros enmarcados ( D ): aminoacidos diferentes.
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Con base en los resultados de este analisis se demuestra que a nivel molecular
la lipasa de B. pumilus QC presenta diferencias con las lipasas homédlogas ya
reportadas y se podria suponer que LipAQC presenta propiedades enzimaticas
diferentes a esas mismas, incluyendo la lipasa de B. pumilus GMA1, lo cual se analiza

mas adelante.

B.pumilus GMA1 (ACB45459)
6 Bacillus sp. B26 (AAL36938)
g7 | - Blicheniformis (CAB95850)
B.pumilus QC
B.pumilus F3 (ABK80759)
B.subtilis GHIip (ACK58682)
99 1 B subtilis 168 (CAB12064)
27 B.megaterium (CAD23620)

R.xylanophilus DSM 9941 (YP 645030)

52 3 ————— S.avermitilis MA-4680 (NP 828265)

66l D.radiodurans R1 (AAF11628)

— S.griseus NBRC 13350 (BAG19560)

98 L 3 coelicolor A3(2)(CAB92662)

S.aureus (AAK29127)

02 B.thermocatenulatus (CAA64621)

98 H B.thermoleovorans (AAD30278)

661 B.stearothermophilus (AAL28099)

P .fluorescens AAU10321

i
0.5

Figura 4- 6. Relacidon evolutiva de 18 secuencias de lipasas maduras. Las especies
correspondientes se muestran con su numero de acceso en paréntesis. El porcentaje de réplicas
en el cual las secuencias se asocian juntas se muestran préoximas a las ramificaciones. El largo
de las ramas se muestra en las misma unidades de la distancia evolutiva usada para inferir el
arbol filogenético, la cual representan el nimero esperado de sustituciones de aminoéacidos bajo

el modelo usado.
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En la Figura 4- 6 se muestra un analisis filogenético realizado a partir de 18
secuencias de algunas lipasas maduras pertenecientes a la famila | de la clasificacion
de lipasas. Para elaborar el arbol se utilizé el programa MEGA4 [41]. La lipasa de
Psedomonas flurorescens se utilizé como grupo externo. Se observa que las lipasas
correspondientes a B. pumilus, B. licheniformis, B. subtilis y B. megaterium, incluyendo
la lipasa QC, que son las mas pequefas de todas y pertenece a la familia 1.4, forman
un mismo clado y se encuentran cercanamente relacionadas. Mientras que las de B.
themocatenulatus, B. thermoleovorans y B. stearotermophilus se agrupan en otro clado,
al ser de la familia 1.5. Las de Streptomyces (familia 1.7) también se agruparon aparte.
Se podria decir que el analisis de agrupacion realizado fue consistente con la

clasificacién en familias propuesta por Arpigny y Jaeger (1999).

4.5. Expresion de la lipasa.

La clonacion del fragmento de ADN que codifica para la lipasa madura de B.
pumilus QC se llevoé a cabo en dos etapas, la primera fue la clonacion con el uso del
“TOPO TA Cloning Kit for Sequencing” (Invitrogen) en el vector pCR4-TOPO y después
la clonacion en el vector de expresion pET-22b (+).

El gen lipA de B. pumilus QC fue amplificado usando la polimerasa Taq, la cual
introduce uno o dos deoxirribonucledtios de adenina (dATP) en los extremos 3’-terminal
del amplicon. Estos extremos colgantes permitieron la ligacién del inserto con el vector
pCR4-TOPO, formando el plasmido pCR4-LipAQC, con el cual se logré transformar las
células quimiocompetentes One Shot TOP10. Las colonias transformantes se
seleccionaron en agar-LB-Kan y se sometieron a un analisis de restricciéon confirmando
la presencia del inserto. El plasmido se purificé (QlAprep Spin Miniprep Kit, Quiagen),
se tratd con enzimas de restriccion (Ndel y Xhol) y se corrié una electroforesis en gel de
agarosa al 1%, observando las bandas correspondientes al vector y al inserto (570 pb).
Este se purificé de la banda correspondiente con el “GFX PCR, DNA and Gel Band
Purification Kit” (Amersham Biosciences).

El inserto purificado se ligé con el vector de expresion pET-22b (+) (tratado con
las mismas enzimas de restriccion, Ndel y Xhol) para generar el plasmido pET+lipAQC,
con el que se transformaron las células de E. coli BL21 electrocompetentes. En el medio
selectivo de agar-LB-Amp, inoculado con la mezcla de reaccién de la transformacion, se

logé obtener una sola colonia transformante, denominada BL21/pET+lipAQC.
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Se verificd mediante analisis de restriccion con Ndel y Xhol la incorporacion de
lipA al vector. La electroforesis en gel de agarosa al 1% de la reaccién de digestion
mostré las bandas correspondientes al inserto (570 pb) y al vector. Al inocular con la
transformante BL21/pET+lipAQC una caja Petri con agar-LB-Amp-Tributirina (0.5%) -
IPTG (0.5mM), se logré apreciar un halo claro de lisis mostrando actividad lipolitica
alrededor de las colonias, como se observa en la Figura 4- 7. Lo que comprueba la

expresion de la lipasa recombinante activa.

——

Figura 4- 7. Halo de actividad lipolitica de la transformante BL21/PET+lipAQC.

El plasmido pET+lipAQC se purificé (QlAprep Spin Miniprep Kit, Quiagen) y se
secuencio en ambas direcciones (promotor T7 y terminador T7). El andlisis comparativo
entre las secuencias del gen lipA y del plasmido comprobd la presencia del fragmento
deseado en el vector, pero ademas revelé una mutacion en la secuencia del inserto del
plasmido, un cambio de un nucleétido de Guanina (G) presente en la secuencia nativa
del gen lipA por una adenina (A) en el inserto del plasmido, como se puede ver en la
Figura 4- 8. Dicha modificacion representa una sustitucion en la secuencia putativa de
aminoacidos, de D64 en la secuencia nativa de LipAQC por N64 en la lipasa
recombinante LipAQC-6H. Esta alteracion se pudo haber producido durante la

amplificacién del fragmento de ADN.
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Este cambio adiciona una diferencia mas entre las secuencias de aminoacidos
de las lipasas recombinantes de B. pumilus QC y la de B. pumilus GMA1, lo que podria
significar un factor mas para la diferencia en el comportamiento lipolitico presentado por

dichas proteinas recombinantes, mostrado mas adelante, por lo que se decidié seguir

con el analisis de la proteina recombinante producida.

CLUSTAL W (1.81) multiple sequence alignment

LipAQC
pET+inserto TAATACGACTCACTATAGGGGAATTGTGAGCGGATACATTCCCCTCTAGAAATAATTTTG
LipAQC = mmmmmmmmmm GCTGAGCATAATCCGGTAGTGATGGTGCATG
pET+inserto TTTAACTTTAAGAAGGAGATATACATATGGCTGAGCATAATCCGGTAGTGATGGTGCATG
ERE R R R R R R R
LipAQC GTATGGGAGGAGCGTCTTATAACTTCGCTTCGATTAAAAGTTATTTGGTTACACAAGGCT
pET+inserto GTATGGGAGGAGCGTCTTATAACTTCGCTTCGATTAAAAGTTATTTGGTTACACAAGGCT
Kk kkhkhkhkhkhhkhhkhhhhhkhhhhkh kb bk hhhhkhhhhkhhkr bk hkhhkhhkhrhkhhrhkhhhhkhhhrk
LipAQC GGGACCGCAACCAATTATTTGCTATTGATTTCATAGACAAAACAGGTAATAACCGCAACA
pET+inserto GGGACCGCAACCAATTATTTGCTATTGATTTCATAGACAAAACAGGTAATAACCGCAACA
KAk Ak kA Ak kA Ak kA A Ak kA Ak kA Ak kA A hkhk Ak Ak hkhk Ak hk kA kA khkhkhkdkhhkdAhkkhk Ak khh k%
LipAQC ATGGTCCTCGTCTATCCAGATTCGTCAAAGATGTGCTAGACAAAACGGGTGCCAAAAAAG
pET+inserto ATGGTCCTCGTCTATCCAGATTCGTCAAAGATGTGCTAAACAAAACGGGTGCCAAARAAG
khkhkhkhkhkkhkhkhkhkhkkhkhhkhkhkhkrhkhkhhrhkhkhhkrhkhkhhkhhkhkhkhdx khkdkrhkhkhkhkrhkhkhrkhkrhkkhrhkxk*k
______________ .
LipAQC TAGATATTGTdGCGCATAGTATGGGqGGGGCGAACACGTTATACTATATTAAGAATCTAG
pET+inserto TAGATATTGTGQGCGCATAGTATGGGCGGGGCGAACACGTTATACTATATTAAGAATCTAG
***********I***************:**********************************
e e e e e e e e =
LipAQC ACGGCGGCGATAAAATTGAAAACGTCGTCACACTTGGTGGAGCGAATGGACTCGTTTCAC
pET+inserto ACGGCGGCGATAAAATTGAAAACGTCGTCACACTTGGTGGAGCGAATGGACTCGTTTCAC
Kk kkhkhkhkhkhhkhhkhhhhhkhhhhh kb bk hhh bk hkhkhhhkhkhkhrhkh kb bk hkhkhrhkhhkhhkhkhhkhkhx*k
LipAQC TCAGAGCATTACCAGGCACCGATCCAAATCAAAAAATTCTCTATACATCTGTCTATAGCT
pET+inserto TCAGAGCATTACCAGGCACCGATCCAAATCAAAAAATTCTCTATACATCTGTCTATAGCT
Kk hkkhkhk Ak hkhk Ak hkhk Ak Ak hhk Ak hkh Ak hkh Ak hkhh bk hkhkhk Ak hhkhhkkhkhhkdkhkhkdAdkhkhkhkkkhhk*x
LipAQC CAGCCGATCTGATTGTTGTCAACAGCCTTTCGCGTTTAATTGGCGCAAGAAATGTCCTGA
pET+inserto CAGCCGATCTGATTGTTGTCAACAGCCTTTCGCGTTTAATTGGCGCAAGAAATGTCCTGA
Kk hkkhkhk Ak hhk Ak hhhkhkhkhhhAhkhh Ak hhhhkhkhh bk hkhkhAhkhkhkhhkkhhhkdkhkhkdkdkhkhkhkkkhhkx*x
LipAQC TCCACGGCGTTGGACATATCGGTCTATTAACCTCAAGCCAAGTGAAAGGGTATGTGAAAG
pET+inserto TCCACGGCGTTGGACATATCGGTCTATTAACCTCAAGCCAAGTGAAAGGGTATGTGAAAG
kA dhhk Ak hhkhhkhhk kA hkhkhrhkhhk bk ko kb bk kb A hkhhkrhkhhkhhkhkhhrhkhhrkhkhhkhhhxxk
LipAQC AAGGATTGAATGGCGGAGGACAAAATACGAATTAA-———|-———————————————- ———-
pET+inserto AAGGATTGAATGGCGGAGGACARAATACGAATCTCGAGCACCACCACCACCACCAGTGAG
Khkhkhkkkhhkhkkhkhhkhkkhhkhkhhhkhhkhkhkhkkhhk*x
LipAQC
pET+inserto ATCCGGCTGCTAACAAAGCCCGAAAGGAAGCTGAGTTGGCTGCTGCCACCGCTGAGCAAT
LipAQC = mmm oo
pET+inserto AACTAGCATAACCCCTTGGGGCCTCTAAACGGGTCTTGAGGGGTTTTTTG

Figura 4- 8. Comparacion en las secuencias de nucledétidos del gen lipA de B. pumilus QC vy el
plasmido pET+LipAQC. Subrayado continuo (ATG/TAA TGA): ftripletes de inicio/término
respectivamente; cuadro gris ( | ): diferencia en nucledtidos; negritas (GAC/AAC): tripletes

correspondientes a D y N respectivamente; cuadro punteado (; ! ): nucledtidos de la secuencia
consenso; recuadro continuo ( D ): nucledtidos de seis Histidinas; subrayado punteado
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Dado que el plasmido de expresion cuenta con un operador /ac, la induccion de
la expresién de la proteina recombinante, LipAQC-6H, para su caracterizacion, se llevo
a cabo mediante la adicion de IPTG a una concentracion final de 0.5 mM a 1 L de medio
LB-Amp inoculado con la transformante BL21/PET+lipAQC al alcanzar una DOggonm
entre 0.6 y 0.7. El proceso de induccion transcurrio durante 3 h. Se comprobé la
expresion de la enzima mediante una electroforesis en gel SDS-PAGE de alicuotas
tomadas del cultivo a tiempo O (antes de adicionar IPTG) y a 30, 60, 120 y 180 min,
después de adicionar el inductor.

Por el sitio en que es ligado el gen lipA la proteina recombinante es expresada
con los residuos adicionales en el extremo C-terminal: Leu seguido de Glu y una
etiqueta de seis residuos de His (Figura 4- 8). Cabe sefalar que la lipasa recombinante
carece de la secuencia del péptido senal que la exporte de las células, por lo tanto, la
enzima se localiza intracelularmente. Por este motivo, después del periodo de induccion
las células fueron recuperadas por centrifugacion (Beckman, Avanti J-25i). Estas se
resuspendieron, lavaron y rompieron por sonicacién para obtener el extracto intracelular

qgue contiene a la proteina recombinante.

4.6. Purificacion.

A partir del extracto intracelular se purifico la lipasa recombinante LipAQC-6H en
un equipo de HPLC (Waters) provisto de una columna empacada con una resina de
afinidad Protino Ni-IDA (Macherey Nagel). El niquel presenta afinidad por el anillo de
imidazol de la etiqueta de His de la proteina recombinante logrando asi su separacién
del resto del medio y, después, es eluida de la columna por un gradiente de imidazol
(20-500 mM) que compite por los sitios de unién al Ni** y la desprende. En el
cromatograma de la Figura 4- 9 A se sefala la region correspondiente a la elusion de la
proteina recombinante purificada (del minuto 85 al 98). El analisis electroforético en gel
SDS-PAGE de las fracciones colectadas (4 mL) en ese lapso de tiempo, mostrado en la
Figura 4- 9 B, demuestra la obtencién de la lipasa recombinante LipAQC-6H purificada,
al observar bandas unicas de 20.5 kDa correspondientes a la proteina. Dichas
fracciones fueron dializadas para eliminar el imidazol y concentrar la enzima en glicerol
(de 56 mL a 10 mL aproximadamente). La proteina purificada y concentrada se

conservo en un frasco ambar a -20°C.
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Figura 4- 9. Purificacion de la lipasa recombinante LipAQC-6H. (A) Cromatograma de la elusién
de la proteina pura. (B) Gel SDS-PAGE que muestra las bandas de proteina presente en algunas
fracciones colectadas. Carriles 1 a 5: fracciones de minutos 83, 85, 87, 89 y 91, respectivamente,
4 uL; carriles 6 a 9: fracciones de minutos 93, 95, 97 y 99, respectivamente, 6 L.

Como ha sido mencionado, es parte de los objetivos comparar la actividad
lipolitica de la lipasa recombinante LipAQC-6H con la presentada por la lipasa
recombinante de B. pumilus GMA1, denominada LipAGMA1-6H, para lo cual fue
necesario inducir la expresiéon de esta proteina y purificarla. Las transformantes
BL21/pETbI1 fueron disefiadas por Mora-Lugo para la expresién de la proteina
recombinante LipAGMA1-6H [37]. La obtencién de LipAGMA1-6H se logo a partir de las
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células transformantes BL21/pETbpl1, las cuales fueron proporcionadas por el Dr.
Ismael Bustos Jaimes. El procedimiento de expresion y purificaciéon seguido fue el

mismo que se uso para la obtencion de LipAQC-6H previamente descrito.

Cuantificacion de proteina.

Para la cuantificacion de proteina se utilizé el método del acido bicinconinico
(BCA). Se elabor6é una curva patron hecha a partir de una solucién estandar de
albumina bovina. La concentracion determinada para la proteina purificada LipAQC-6H
fue de 0.33 mg/mL y para LipAGMA1-6H fue de 0.10 mg/mL (aproximadamente 3.3 y
2.0 mg de proteina recuperada, respectivamente). Dicha diferencia en la concentracion
es muy probable que se deba al proceso de concentracion en glicerol ya que la de

LipAQC-6H se concentré mas.

4.7. Determinacion de peso molecular y punto isoeléctrico.

Para la lipasa recombinante de B. pumilus QC, LipAQC-6H (190 aminoacidos), el
peso molecular (PM) determinado experimentalmente con ayuda del programa Quantity
One (Biorad v.4.2.1), a partir de un gel SDS-PAGE, es de aproximadamente 20.2 kDa
como se muestra en la Figura 4- 10. Este valor es similar al esperado segun el PM
tedrico obtenido con la herramienta ProtParam (ExPASYy) [43] el cual es de 20.479 kDa.
El valor experimental del punto isoeléctrico (pl) obtenido fue igual a 9.3, sin embargo
este valor es el maximo esperado dado que la determinacion se realiz6 mediante un
isoelectroenfoque en gel IEF de 3-9 (Healthcare) con ayuda del programa Quantity One
(Biorad v.4.2.1), considerando que el pl tedrico es de 9.45 calculado con ProtParam. El
gel IEF se muestra en la Figura 4- 11.

El PM determinado experimentalmente para LipAGMA1-6H (190 aminoacidos),
la lipasa recombinante de B. pumilus GMA1, fue de aproximadamente 20.7 kDa (Figura
4- 10), lo cual es similar con el PM tedrico de 20.498 kDa obtenido a partir de la
secuencia de aminoacidos con ayuda de la herramienta ProtParam (ExPASy). El pl
experimental igual a 9.3 (Figura 4- 11) es similar al pl tedrico de 9.27. Los valores de
PM y PI, experimentales y tedricos, se obtuvieron de la misma forma que para los de
LipAQC-6H.
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Figura 4- 10. Gel SDS-PAGE que muestra los valores de PM de las lipasas recombinantes de B.
pumilus QC y B. pumilus GMA1. Carril 1: marcador de bajo peso molecular (Fermentas), 5 uL;
carril 2: LipAQC-6H, 5 pL; carril 3: LipAGMA1-6H, 5 L.

Los valores utilizados en los calculos de concentracion para las lipasas son los

pesos moleculares tedricos.
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Figura 4- 11. Gel IEF que muestra los valores de pl de las lipasas recombinantes de B. pumilus
QC y B. pumilus GMA1. (A) Tincion de Coomassie. (B) Tincion de Plata. (C) Actividad con a-
naftil acetato. Carriles 1 y 6: marcador de pl de 3-9 (Healthcare), 5 pL; carriles 2, 5 y 7:
LipAGMA1-6H, 5 pL; carriles 3, 4 y 8: LipAQC-6H, 5 L.
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4.8. Ensayos cinéticos.

La determinacién de las constantes cinéticas no se llevé a cabo por métodos
tradicionales en los que se mide velocidades iniciales de reaccion a distintas
concentraciones de sustrato, sino que se obtuvieron a partir de curvas de progreso de la
reaccion de hidrdlisis hasta el consumo casi total del sustrato. El ajuste de datos se hizo
con el programa ENCORA v.1.2, en el cual se hicieron algunas consideraciones: la
hidrdlisis enzimatica se tom6 como una cinética simple, en la cual un sustrato (ej. pNFA)
produce un solo producto (pNF) con una estequiometria de reaccién sustrato:producto de
1:1, aunque también exista la intervencion de una molécula de H,O y se genere una
molécula de acido acético; el paso de pNFA->pNF se considero irreversible puesto que
en medio acuoso la reaccion de hidroélisis es esencialmente irreversible; se verifico
también que no existe degradacion quimica del sustrato ni inactivacion de la enzima en
las condiciones empleadas, dados los resultados de estabilidad de éstos, los cuales se
mencionan mas adelante en la seccién 4.8.3. En la Figura 4- 12, se muestra un ejemplo

de un ajuste de datos hecho con el programa ENCORA v.1.2.

it Henoniofaloh e Henon i Reddy) _J _Jd
1.0, Joh: Joh2
No. of iterations: 44
Mazx: 10000
Corrections for boundaries: 0
0.5 S5 Residuals: 0.0

Parameter estimations

keatf  |637.840
KmA  |526.591

Relative concentration [-]

0.0 : r . :
0 5 10
Time [in dataset units]

ea2r-QC2-cpH55-20-21abr08

Figura 4- 12. Ejemplo de un ajuste de datos realizado con el programa Encora v.1.2,,
correspondiente a la curva de progreso de una reaccién de hidrélisis de pNFA por LipAQC-6H en
amortiguador de citratos 50 mM pH 5.5 a 20°C.
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4.8.1. Constantes cinéticas.

Los parametros cinéticos, k.t Y K., se determinaron mediante ensayos
espectrofotométricos a 20°C usando p-nitrofenil acetato (pNFA) como sustrato disuelto
en diferentes tipos de amortiguadores (ajustados a diferente pH y diferente concentracion
de NaCl -representada como un cambio en la fuerza ionica- Al). Los valores de pH,
NaCl y temperatura usados pretenden asimilar las condiciones promedio en las que se
lleva a cabo la maduraciéon de quesos. En la Tabla 4- 7 y en la Figura 4- 13 se muestran
los valores de la constante de recambio (k..t) y de la constante de afinidad (Kn)
obtenidos del ajuste de datos y tambén se presentan los de la eficiencia catalitica o
especificidad (k../Kr) calculada a partir de éstos. Todas las reacciones se realizaron por
cuadruplicado a 20°C con 1 uyM de enzima, 500 uM de pNFA y 0.226% de Tritdon X-100
disueltos en el amortiguador correspondiente de ensayo para obtener un volumen final
de reaccién de 1 mL. Se realizé un analisis de los datos obtenidos con ayuda del
programa STATGRAPHICS Plus 5.1, para observar las diferencias estadisticamente

significativas entre los valores con un nivel de confianza del 95%.

Tabla 4- 7. Parametros cinéticos de las enzimas recombinantes ensayados a 20°C.

Amortiguador pH b:;():l Al  Enzima (n:(ic:'1) (I’-I(G) (n:(i:ﬂmﬂ
Ciratos 50 . 4 o LipAQC-6H 643.1°+10.9 841.4°+44.4 0.764°
mM LipAGMA1-6H  410.12+20.7 725.0°+46.8 0.566"
Cittatos 50 ;. .44, HPAQC-EH 789.99£46.5 1224.1°+83.1 0.645°
mM LipAGMA1-6H  421.0°+27.5 1008.2°+22.38 0.418°
Citratos 50 LipAQC-6H  1009.7°+72.2 1122.4°+101.7  0.900'
mM 55 55 0841 LipAGMA1-6H 541.4°+47.8 986.6%+81.9 0.549°
Fosfatos50 .. , , LPAQC-6H 567.9°+11.1 595.7°+15.2 0.953°
mM LipAGMA1-6H  383.9°+28.6 633.1°°+54.4 0.606 °

Los valores mostrados son un promedio + DS de cuatro mediciones independientes. Para la
misma columna, distinta letra (a, b, ¢, d, e, f, g) representa diferencias estadisticamente
significativas entre los valores a un nivel de confianza del 95%. Las letras en orden alfabético
indican los valores en forma asendente.
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En la Figura 4- 13 se puede observar que para LipAQC-6H a un mismo pH (5.5)
el valor de k.;; aumenta conforme aumenta el Al, y a un mismo valor de Al (0, 0% NaCl),
kot dismimuye al cambiar de pH 5.5 a pH 7.5, presentandose asi el mayor valor de K.,
(1009.7 £ 72.2 min™") a pH 5.5 Al = 0.941 (NaCl 5.5%) y el menor (567.9 + 11.1 min™) a
pH 7.5 con Al = 0. Para LipAGMA1-6H la k.,; mas grande (541.4 + 47.8 min™') también
se presenta a pH 5.5 y Al = 0.941, sin embargo no existen diferencias estadisticamente
significativas entre los demas valores a diferentes condiciones de reaccion. Es de notar
que para LipAQC-6H los valores de k.,x son mayores que para los de LipAGMA1-6H a
las mismas condiciones experimentales.

Para ambas enzimas los valores de K, mas altos se presentan a pH 5.5 y dos
diferentes Al, 0.342 (NaCl 2%) y 0.941 (NaCl 5.5 %), dado que a ambas condiciones
los valores son los mismos dentro del error experimental y estadisticamente no
representan diferencias. Mientras que los valores mas bajos se presentan a pH 7.5y
Al = 0 para las dos enzimas. Cabe decir que los valores de K, son mayores para
LipAQC-6H que para LipAGMA1-6H a las mismas condiciones de reaccion, con la
excepcion de pH 7.5 y Al = 0, en que son similares.

Los valores de kq../Kn, muestran que para LipAQC-6H el valor mas alto de
eficiencia catalitica se presenta a pH 7.5 y Al = 0 siendo de 0.953 min"'uM™", seguido por
el de pH 5.5 y Al = 0.941, mientras que el mas bajo fue a pH 5.5 y Al = 0.342. Los
valores de eficiencia catalitica para LipAGMA1-6H siguen la misma tendencia que para
LipAQC-6H, pero difere en que a pH 5.5 con Al = 0 y Al 0.941 los valores son
estadisticamente iguales. Nuevamente, a las mismas condiciones, los valores de k../Kn
de LipAQC-6H son mayores que los de LipAGMA1-6H.

Para su funcionamiento, las enzimas requieren que los residuos cataliticos y los
cercanos a éstos tengan el apropiado estado de protonacién en el intervalo de pH
activo. Varios factores influyen en la carga de los residuos portadores como la constante
dieléctrica, la fuerza idnica y la proximidad de otros residuos cargados. El potencial
electrostatico generado por los residuos cargados desempefia un papel importante en la
catalisis dado que participan en la estabilizacion de los estados de transicidon e influyen
en la velocidad de asociacidon del sustrato al igual que en la liberacion eficiente del
producto. Por lo tanto, las interacciones entre la proteina y el sustrato asi como con el
producto estan influenciadas por los diferentes valores de pH, fuerza idnica y la

presencia de diferentes solventes [14].
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Figura 4- 13. Comparacion de los parametros cinéticos medidos con pNFA a 20°C en diferente
amortiguador. Los valores mostrados son un promedio de cuatro mediciones independientes, la
desviacion estandar (DS) se muestra como barras de error. Para la misma grafica, distinta letra
(a,b,c,d,e,f,g) indica que existen diferencias estadisticamente significativas entre los valores a un
nivel de confianza del 95%. Las letras en orden alfabético indican los valores en forma asendente.
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4.8.2. Especificidad de sustrato.

Para evaluar la especificidad de sutrato de las enzimas se determinaron los
parametros cinéticos, k..t Y Kn, a las mismas condiciones utilizando como sustratos p-
nitrofenil ésteres de distinta longitud de cadena: pNFB (C4:0), pNFD (C10:0) y pNFL
(C12:0). Se realizé el ajuste de datos obtenidos de cada cinética de reaccion con ayuda
del programa ENCORA version.1.2. Todas las reacciones se llevaron a cabo a 20°C en
un volumen de reaccion de 1 mL con 1 uyM de enzima, 100 pM del sustrato
correspondiente y 0.226 % de Triton X-100 en el amortiguador de citratos 50 mM
ajustado a pH 5.5. Puesto que los ensayos con pNFA (C2) ya se habian realizado, los
datos obtenidos fueron considerados para este analisis. Los datos fueron analizados
estadisticamente con el programa STATGRAPHICS Plus 5.1, para observar las
diferencias significativas entre los valores a un nivel de confianza del 95%. Los valores y

las graficas de resultados se muestran en la Tabla 4- 8 y Figura 4- 14, respectivamente.

Tabla 4- 8. Parametros cinéticos de las enzimas recombinantes en los ensayos de especificidad
de sustrato ensayados en amortiguador de citratos 50 mM pH 5.5 a 20°C.

. kcat Km kcat/ Km
Sustrato Enzima (min'1) (M) (min'1pM'1)
LipAQC-6H 643.1'+10.9 841.4° +44.4 0.764°
pNFAcetato g p
LipPAGMA1-6H 410.1%+20.7 725.0° +46.8 0.566°
LipAQC-6H 511.2°+ 7.5 199.9%° + 38.6 2.557°
pNFButirato ’
LipPAGMA1-6H 253.9°+ 5.0 342.3° +33.1 0.742°
LipAQC-6H 64.1°+ 4.6 250.2° +22.6 0.256°"
pNFDecanoato ) a a ab
LipAGMA1-6H 9.3%+1.4 135.8° +26.2 0.074
pNFLaurato LipAQC-6H 6.1%+0.2 144.8° +8.0 0.042°
LipAGMA1-6H 15%+0.4 135.6° +30.2 0.011°

Los valores mostrados son un promedio + DS de cuatro mediciones independientes. Para la
misma columna, distinta letra (a, b, ¢, d, e, f) representa diferencias estadisticamente
significativas entre los valores a un nivel de confianza del 95%. Las letras en orden alfabético
indican los valores en forma asendente.

LipAQC-6H y LipAGMA1-6H muestran la misma tendencia en los valores de Ky
a través de los sustratos, siendo el valor mas alto para pNFA (643.1 + 10.9 y 410.1
20.7 min™, respectivamente) disminuyendo con forme aumenta el largo de cadena. Los
valores de k., para LipAQC-6H son mayores que los exhibidos por LipAGMA1-6H para

el mismo sustrato.
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Figura 4- 14. Comparacion de los parametros cinéticos medidos con pNF-ésteres de distinta
longitud de cadena a 20°C en amortiguador de citratos 50 mM a pH 5.5. Los valores mostrados
son un promedio de cuatro mediciones independientes, la desviacion estandar (DS) se muestra
como barras de error. Para la misma grafica, distinta letra (a,b,c,d,e,f) indica que existen
diferencias estadisticamente significativas entre los valores a un nivel de confianza del 95%. Las
letras en orden alfabético indican los valores en forma asendente.
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El valor mas alto de K., para LipAQC-6H se presenta para pNFA (841.4 + 44.4
MM), siguiendole en orden decreciente los de pPNFD>pNFB>pNFL. Para LipAGMA1-6H
el valor mas alto es el de pNFA (725 + 46.8 uM), siendo los mas pequefios los de pNFD
y pNFL por igual.

La mayor eficiencia catalitica la presenta LipAQC-6H con pNFB (2.557 min"'uM™’,
debido a su elevada k., y baja K.,,), la cual es 3.5 veces mayor que la de LipAGMA1-6H
para el mismo sustrato (0.742 min"'uM™"). La baja eficiencia catalitica de ambas lipasas
con los sustratos de pNFD y pNFL se debe a que presentan los valores mas bajos tanto
para la k., como para la K.

Con lo anterior se puede aseverar que LipAQC-6H tiene preferencia por el
sustrato de p-nitrofenil butirato (C4), mientras que LipAGMA1-6H presenta preferencia
semejante por sustratos de cadena corta (C2 y C4) dada la eficiencia catalitica de cada

una.

4.8.3. Estabilidad de sustratos y enzimas.

Al evaluar la estabilidad de los sustratos (medida mediante el cambio en la
absorbancia de mezclas con la misma composicion que las mezclas de reaccion, pero
sin la adiciéon de las lipasas) se mostré que éstos fueron estables en las condiciones
empleadas durante los tiempos que duraron las reacciones, dado que no se
presentaron cambios en la absorbancia. Lo cual indica que los datos obtenidos de las
cinéticas se deben solamente a la hidrdlisis enzimatica y no a una hidrdlisis quimica.

Las enzimas también fueron estables en las condiciones y tiempos de reaccion
empleados, como se observa en la Figura 4- 15. En los amortiguadores a pH 5.5 se
observa una ligera activacion de ambas enzimas, LipAQC-6H y LipAGMA1-6H, del
tiempo 0 a los 5 minutos, mientras que la actividad permanece relativamente constante
del minuto 5 al 60. En la actividad medida al mismo pH (5.5) pero a diferente fuerza
idnica no se aprecia diferencia significativa, dado que los valores se encuentran entre
un rango de 1.15 a 1.36. Por lo que, se considera que la enzima es estable en estas
condiciones después de una activacion inicial, sin embargo, no se tiene una explicacién
para este comportamiento en la actividad. Por otro lado, en el amortiguador a pH 7.5 se
observa una actividad constante para ambas enzimas desde el tiempo 0 hasta los 60

minutos.
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Figura 4- 15. Estabilidad de las enzimas a las diferentes condiciones y tiempos de reaccion.

4.9. Hidrdlisis de grasa butirica.

El perfil de acidos grasos liberados por la accion hidrolitica de las lipasas
recombinantes, LipAQC-6H y LipAGMA1-6H, se obtuvo mediante el analisis por
cromatografia de gases de las muestras indicadas en la Tabla 3-11. La reacciéon de
hidrdlisis se inici6 adicionando a cada emulsion la lipasa correspondiente a una
concentracion final de 1 yM y se incubaron a 20°C durante distintos tiempo de reaccion
(0, 24 y 48 h). Cada mezcla de reaccion se prepard por duplicado, por lo que para su
analisis se calcularon los promedios y las desviaciones estandar.

Se determiné la concentracion de los acidos grasos libres y totales presentes en
cada muestra mediante el andlisis por cromatografia de gases, con ayuda de curvas de
calibracion hechas a partir de soluciones estandar de concentracion conocida de metil
ésteres de acidos grasos de distinta longitud de cadena. Para el analisis cromatografico,
cada muestra preparada se inyectd por duplicado y las soluciones estandar se
inyectaron por triplicado, por lo que para su analisis se calcularon los promedios.

Se usaron estandares internos, acido valérico y acido tridecanoico, para la
correccion por la pérdida de metil ésteres causada por evaporacion. El porcentaje de
recuperacion de los estandares internos se usdé como referencia para el calculo de la
concentracién de los acidos grasos libres y totales. Para los acidos butirico, hexanoico y
octanoico se us6 el acido valérico como referencia y para los de mayor longitud de

cadena el acido tridecanoico.



RESULTADOS

El porcentaje de hidrdlisis se calculé a partir del peso de cada acido graso liberado
con respecto a la cantidad total de ese mismo presente en cada muestra. Los resultados
se muestran en la Tabla 4- 9 y en las Figuras 4- 16 y 4-17, los cuales han sido corregidos
con sus respectivos blancos, sin embargo, la correcciéon no tuvo un efecto significativo en
los valores, dado que la hidrdlisis quimica es despreciable. Las diferencias significativas
en el porcentaje de hidrdlisis para un mismo acido graso a diferentes condiciones de
reaccion se analizaron estadisticamente con el programa STATGRAPHICS Plus 5.1.

El &acido graso liberado mayoritariamente por ambas lipasas es el acido
butanoico (C4:0), el cual presenta porcentajes entre el 95 +1.08 y 100 +1.37 % en los
diferentes tiempos, los cuales se consideran iguales dentro del error experimental. El
segundo acido graso con mayor porcentaje de hidrdlisis es el acido hexanoico (C6:0), el
cual es similar en ambas lipasas a los diferentes tiempos.

En general el perfil de acidos grasos obtenido por la hidrdlisis de grasa butirica
fue muy similar para ambas lipasas recombinantes a los diferentes tiempos, 24 y 48 h,
dado que los valores de los porcentajes de hidrélisis son los mismos dentro del error
experimental a excepcion del obtenido con LipAQC-6H a 48 h, los cuales son
ligeramente mayores para algunos acidos grasos de cadena media y larga (ver Figura
4- 17). Los porcentajes disminuyen conforme se pasa de cadena corta a media (de 100
£1.08 % a 25.88 +0.70 %) y se vuelven a incrementar ligeramente en los de cadena
larga (54.99 +5.32 %). Cabe sefalar que la mayor proporcion de hidrdlisis se llevo a
cabo en las primeras 24 h, aunque LipAQC-6H presenta un ligero aumento a las 48 h.

A pesar de que el acido palmitico constituye el acido graso mas abundante de
los acidos grasos disponibles totales (28-30%), éste sélo es hidrolizado en un 30%. Sin
embargo, el acido butirico que representa entre el 5-6% de los &acidos grasos totales es
hidrolizado en su totalidad.

Por lo anterior, se puede decir que ambas lipasas presentan marcada
selectividad por la hidrdlisis de lipidos de cadena corta (C4-C6) presentes en la grasa
butirica, lo cual es ventajoso en la industria de productos lacteos, en la que se prefiere
la liberacién de acidos grasos de cadena corta y mediana de los triglicéridos de la leche
en la maduracién de quesos, por la influencia que presentan en la determinacion de
olores y sabores caracteristicos

Cabe sefalar que la reactividad de las enzimas recombinantes LipAQC-6H y
LipAGMA1-6H con el sustrato natural de grasa butirica, coincide con lo observado en el

analisis de los parametros cinéticos utilizando sustratos sintéticos de p-nitrofenil ésteres.
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Figura 4- 17. Porcentaje en peso de hidrdlisis lipolitica (cantidad de cada acido graso liberado
con respecto a su total presente en cada muestra). La desviacién estandar (DS) se muestra
como barras de error. Para un mismo acido graso, distinta letra (a,b,c,d) indica que existen
diferencias estadisticamente significativas entre los valores a un nivel de confianza del 95%. Las
letras en orden alfabético indican los valores en forma asendente.
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4.10. Modelo estructural 3D de la lipasa recombinante.

El numero de proteinas que cuentan con la determinaciéon de su estructura
cristalina se incrementa continuamente. Con la disponibilidad de bases de datos de
proteinas y programas de modelado ahora es posible el desarrollo de modelos
estructurales tridimensionales (3D) por comparacion con el modelo apropiado de una
proteina si ésta comparte una alta identidad con alguna estructura 3D conocida.

Se obtuvo la estructura tridimensional de la lipasa nativa LipAQC, a partir de la
secuencia de aminoacidos, con ayuda del programa de modelado comparativo de
proteinas ESyPred3D [49]. Dicha estructura se construyé por homologia usando como
molde la estructura 3D de la lipasa LipA de B. subtilis (116W cadena A) de la cual se
tiene la estructura cristalografica [19]. La forma madura de ambas enzimas cuenta con
181 residuos de aminoacido y tiene una identidad del 76%. Se ha postulado que, con
una identidad tan alta, las diferencias entre un modelo y la estructura cristalografica no
deben ser mayores a las diferencias a nivel de la traza de carbonos a entre dos
estructuras cristalograficas de la misma proteina [50,51].

El modelo tridimensional de la lipasa recombinante LipAQC-6H se produjo
adicionando al modelo estructural 3D de LipAQC la Met inicial y la etiqueta de histidinas
haciendo uso del programa PyMol. Posteriormente los residuos adicionados se dejaron
plegar al someter la estructura a 10 ns de dinamica molecular en agua, utilizando el
programa GROMACS v.3.3.1. [52]. Se ocupé un sistema periédico de celda cubica sin
fronteras con el campo de fuerza GROMOS-96 43a1, disefiado para simular proteinas en
disoluciones acuosas o no polares. Para controlar la temperatura y mantenerla a 300 K
se ocupo el algoritmo de Berendsen (termostato) con una constante de acoplamiento de
0.1 ps. Del mismo modo, el sistema se acopl6é a un barostato para mantener la presion
constante. En este caso también se utilizd el algoritmo Berendsen, con acoplamiento
isotropico y una constante de acoplamiento de 0.5 ps. La compresibilidad del sistema en
esas condiciones es 4.5 x 10®° bar’ y la presién de referencia es 1 bar. Para evitar
problemas electrostaticos el sistema se neutraliz6 con el programa genion, que es parte
del GROMACS, con el que cinco moléculas de agua se reemplazaron por igual nimero
de iones de cloruro (CI') para mantener la neutralidad del sistema. Para considerar las
interacciones electrostaticas a larga distancia se utilizo el algoritmo PME (particle-mesh
Ewald) [53]. El radio de giro para todos los atomos de la proteina se muestra en la
Figura 4- 18 A. Esta figura muestra como después del plegamiento de los aminoacidos

adicionados, que termina aproximadamente a los 5 ns, el radio de giro se mantiene
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estable, indicando que el sistema se compacté y llegd a un equilibrio. La energia total
del sistema, mostrada en la Figura 4- 18 B, indica que el sistema se encuentra

esencialmente en equilibrio durante toda la simulacion.
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Figura 4- 18. (A) Evolucion del radio de giro durante la dinamica molecular. (B) Evolucion de la
energia total del sistema durante la dinamica molecular.

La estructura promedio resultante de los ultimos 3 ns de la dinamica, cuando la
proteina ya estaba compactada y en equilibrio, se muestra en la Figura 4- 19. En ésta
se observa el plegamiento a/B-hidrolasa caracteristico de éste tipo de proteinas, en el
que se puede observar una hoja B central compuesta de 6 hebras 3 paralelas rodeadas
por hélices a. En la figura se muestran las cadenas laterales de los residuos de la triada
catalitica Ser77, Asp133 e His156.
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Figura 4- 19. Modelo de la estructura tridimensional de la lipasa recombinante LipAQC-6H. Se
indican los residuos de la triada catalitica Ser77, Asp133 e His156. Rojo: atomos de oxigeno;
azul: atomos de nitrdgeno; gris: atomos de hidrégeno; azul claro: etiqueta de histidinas.

El modelo estructural 3D de la lipasa LipAGMA1-6H fue proporcionado por el Dr.
Ismael Bustos-Jaimes y en la Figura 4- 20 se muestra la comparacion por superposicion
de los modelos de las lipasas recombinantes (LipAQC-6H verde, LipAGMA1-6H azul).
Los modelos 3D obtenidos bajo las mismas condiciones resultan en dinamicas
moleculares disintas En la Figura 4- 20 A se marcan los residuos que son diferentes
entre cada proteina en color naranja (se etiquetan los correspondientes a LipAQC-6H),
los pertenecientes a la triada catalitica se indican en morado y los de la etiqueta de
histidinas en azul. En la Figura 4- 20 B se observa un acercamiento del sitio catalitico en
el que se muestran las cadenas laterales de los residuos Ser77, Asp133 e His156. En la
estructura de LipAQC-6H los residuos His156 y Asp133 se encuentran mas cercanos a

la Ser77, que para la estructura de LipAGMA1-6H.
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(A)

(B)

Figura 4- 20. Superposicion de los modelos tridimensionales de las proteinas LipAQC-6H
(verde) y LipAGMA1-6H (azul claro). (A) Estructura 3D completa. Naranja: diferencias en
aminoacidos (se indican los pertenecientes a LipAQC-6H); morado: sitio cataliticos; azul fuerte:
etiqueta de histidinas. (B) Acercamiento del sitio catalitico. Rosa: atomos de oxigeno; azul:
atomos de nitrégeno.



5. CONCLUSIONES.

Se logré amplificar y secuenciar la region que codifica para una lipasa madura
de Bacillus pumilus aislado de un producto lacteo tradicional mexicano. El fragmento
amplificado fue clonado y sobre-expresado en células de Escherichia coli BL21 (DE3)
transformadas con el plasmido pET+LipAQC. La secuencia silvestre de nucleétidos
codifica para una proteina de 181 aminoacidos, que presenta siete diferencias con
respecto a la lipasa de Bacillus pumilus GMA1, caracterizada previamente, lo que
representa un 96% de identidad.

La proteina recombinante correspondiente, la lipasa LipAQC-6H, fue producida a
partir de un cultivo de transformantes BL21/pET+LipAQC inducido durante 3 h,
mediante la adicién de IPTG a una concentracion de 0.5 mM. La lipasa LipAQC-6H, con
6 residuos de histidina en el extremo C-terminal, fue purificada mediante cromatografia
de afinidad y caracterizada. Esta presenta una mutacién que provoca un cambio en la
secuencia de aminoacidos de la secuencia silvestre, de Asp64 por Asn64.

Con ayuda del programa ProtParam (ExPASy) se calcularon el peso molecular y
el punto isoeléctrico de la lipasa recombinante, siendo de 20.5 kDa y 9.45,
respectivamente. Estos valores se confirmaron experimentalmente (SDS-PAGE e IEF).

Los andlisis cinéticos comparativos de la lipasas recombinantes LipAQC-6H y
LipAGMA1-6H mostraron que la actividad enzimatica de ambas lipasas recombinantes
es sensible a cambios de pH y fuerza ionica, lo que se demostré al determinar las
propiedades catalicas calculando las constantes cinéticas k. y K. a diferentes
condiciones de reaccion. Para LipAQC-6H la mayor eficiencia catalitica, 0.9 min'1pM'1,
se presenta a pH 5.5 con NaCl al 5.5%, mientras que para LipAGMA1-6H es de 0.953
min"'uM™" a pH 7.5 sin NaCl.

Se evaluo la especificidad de sustrato de cada lipasa recombinante comparando
las constantes cinéticas, k..x ¥ Kn, de las reacciones de hidrdlisis enzimatica con
sustratos de p-nitrofenil ésteres de distinta longitud de cadena a pH 5.5 y 20°C. Ambas
enzimas presentan la mayor constante catalitica con p-nitrofenil butirato siendo de 2.557
min"uM™" para LipAQC-6H y de 0.742 min™'uM™ para LipAGMA1-6H.

El perfil de hidrdlisis de grasa butirica indica una preferencia de ambas lipasas
por acidos grasos de cadena corta, C4 y C6, presentando un porcentaje de hidrdlisis del

95-100 % para el primero y del 67-69% para el segundo.
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Ambas enzimas presentan marcada especificidad por lipidos de cadena corta
(C4-C6) lo cual es ventajoso en la industria de productos lacteos, en la que se prefiere
la liberacion de acidos grasos de cadena corta y mediana de los triglicéridos de la leche
en la maduracion de quesos.

El tipo y posicion de los ocho residuos diferentes de las lipasas recombinantes
provocaron diferencias en los parametros cinéticos, sin embargo no afectaron la

especificidad de sustrato.



6. ANEXO I. Protocolos.

6.1. Reactivacion de Bacillus pumilus.

Caldo nutritivo:

Sustancias Cantidad Marca
para 1 litro

Caldo nutritivo 8¢ Oxoid

Agua destilada 1L -

Equipo

Autoclave

Preparacion:
e Se hacen los calculos para preparar la cantidad deseada.

¢ Disolver el caldo nutritivo en polvo en la mitad del volumen de agua.
o Aforar la solucion a la cantidad calculada.
e Tomar alicuotas de 10 mL de solucion y pasar a tubos de 15 mL.

e Esterilizar los tubos en autoclave a 121°C durante 15 min.

Reactivacion:

Equipo
Incubadora

Procedimiento:

e Sacar del ultracongelador (-70°C) un tubo de los gliceroles con chaquiras de la
bacteria lipolitica aislada del queso Cotija.

e Tomar una chaquira con un asa estéril y depositar en un tubo con 10 mL de
caldo nutritivo.

e Dejar en incubacién a 37°C con agitacion a 250 rpm durante 18 h.
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6.2. Ensayos de actividad enzimatica en cajas Petri.

Agar-tributirina:

Sustancias Cantidad para Marca
1 litro

Bacto-triptona 1049 Difco
Extracto de levadura 59 Oxoid
Cloruro de sodio 1049 J.T Baker
Tributirina 10 mL Sigma
Agar microbiologico 15¢ Difco
Glucosa 20% 5mL -
Agua desionizada 1L -
Equipo
Autoclave

Emulsificador

Preparacion:
e Se hacen los calculos para preparar la cantidad deseada.

e Preparar glucosa al 20% y esterilizar por filtracion.

¢ Disolver la Bacto-triptona, el extracto de levadura y el cloruro de sodio en agua
desionizada.

e Adicionar la tributirina y emulsificar a la velocidad minima de 2 a 3 minutos.

o AjustarelpHa7.5.

e Agregar el agar.

o Esterilizar en autoclave a 121°C por 15 min.

o Enfriar y agregar la glucosa.

e Distribuir en cajas Petri.
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Agar-leche descremada:

Sustancias Cantidad Marca
para 1 litro

Leche descremada 15¢ Oxoid

Agar microbiologico 15¢ Difco

Agua destilada 1L -

Equipo

Autoclave

Preparacion:
e Se hacen los calculos para preparar la cantidad deseada.

o Disolver la leche descremada y el agar en el agua destilada.
e Esterilizar en autoclave a 110°C por 20 min.

o Enfriar y distribuir en cajas petri.

Medicion de actividad lipolitica:

Equipo
Incubadora
Estufa

Procedimiento:

e Se reactiva el microorganismo en caldo nutritivo.

e Tomar del medio de reactivacion inoculado con un asa estéril y sembrar en
forma de estria en cajas con medio agar-tributirina y agar-leche descremada.

¢ Incubar las cajas de manera invertida en estufa a 37°C durante 18 h.

e Observar los halos de actividad enzimatica.
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6.3. Identificacion de Bacillus pumilus.

Tincion de Gram:

Sustancias Solucion

Cristal violeta Disolver 2 g de cristal violeta en 20 mL de etanol.
Lugol Disolver 1:5 en etanol.

Solucién alcohol-acetona Disolver 150 mL de acetona en 350 mL de etanol.
Safranina Disolver 0.25 g de safranina en 10 mL de etanol y

agregar 100 mL de agua destilada y filtrar.
Agua destilada -

Aceite de inmersion -

Equipo Marca
Microscopio Olimpus CX31

Procedimiento:

e Se hace un frotis de colonias aisladas en caja petri y del medio de reactivacion:
- Tomar con un asa estéril una colonia 0 muestra del medio liquido y
esparcirla sobre un porta-objetos.
- Dejar secar y pasar el porta-objetos dos veces sobre la llama.
e Cubrir el frotis con 1 o 2 gotas de cristal violeta y dejar actuar durante 1 min.
Inmediatamente lavar con agua destilada.
e Cubrir con 1 0 2 gotas de lugol y dejar actuar durante 1 min. Inmediatamente
lavar con agua destilada.
e Decolorar con la solucién de alcohol-acetona hasta que ya no se arrastre color.
e Lavar con agua destilada.
o Cubrir con 1 o 2 gotas de safranina y dejar actuar durante 1 min.
Inmediatamente lavar con agua destilada y dejar secar.

e Observar al microscopio con lente 100x y aceite de inmersién.
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Pruebas bioquimicas API:

Sustancias Cantidad Marca

Kit de galerias APl 50 CH 1 bioMérieux

Kit de Medio APl 50 1 bioMérieux

CHB/E

Solucion NaCl 0.85% 50 mL Esterilizado a 121°C/15 min
Agua 10 mL Esterilizado
Equipo Marca

Autoclave -

Centrifuga -

Incubadora -

Espectrometro Milton Ray Modelo Espectronic 21D

Programa informatico de bioMérieux

identificacion

Procedimiento:

Se inoculan 4 tubos con caldo nutritivo con 4 diferentes colonias aisladas en caja
Petri respectivamente y se incuban a 35°C con agitacion a 250 rpm por 20 h.
Centrifugar a 3500 rpm por 15 min y tirar el sobrenadante.

Resuspender el precipitado de células en 5 mL de solucion de NaCl 0.85% y
juntar dos tubos.

Centrifugar a 3500 rpm por 15 min y tirar el sobrenadante.

Resuspender el precipitado de células en 2 mL de solucion de NaCl 0.85% y
juntar los dos tubos.

Anadir pequefias alicuotas de la solucion de células poco a poco en 5 mL de
agua y medir la densidad Optica hasta obtener el numero de McFarland
(DOg0p=0.468).

Seguir el instructivo del kit.

Observar, interpretar y anotar los cambios de color de los microtubos de la
galeria alas 24 y 48 h.

Introducir el perfil bioquimico en el programa informatico de identificacion
APILAB Plus (bioMériux v.3.3.3).
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6.4. Extraccion de ADN para su secuenciacion.

Medio BHI:
Sustancias Cantidad Marca
para 1L
Bacto BHI 379 BD Difco
Amortiguador de fosfatos 1L -
pH=7.2

Preparacion:

Hacer calculos para preparar la cantidad deseada.
Disolver el BHI en el amortiguador y calentar un poco.
Tomar alicuotas de 10 mL y pasar a tubos para centrifuga de 15 mL.

Esterilizar a 121°C por 15 min.

Amortiquador PBS:
Sustancias Cantidad Marca
para 50 mL

NaCl 04 g J.T. Baker
KCI 0.01g J.T. Baker
Na,HPO, 0.072g Merck
KHPO, 0.012g J.T. Baker
Agua destilada 50 mL -

Preparacion:

Hacer calculos para preparar la cantidad deseada.
Disolver las cuatro sales en % partes del volumen de agua y ajustar pH=7.4
Aforar hasta el volumen calculado.

Esterilizar a 121°C por 15 min.
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SDS 10%:
Sustancias Cantidad para 50 mL
SDS 59
Agua desionizada 50 mL

Preparacion:

e Hacer calculos para preparar la cantidad deseada.

e Manejar el SDS con cuidado (utilizar cubre-bocas).

e Disolver en el agua.

Amortiquador TE:
Sustancias Concentracién
final
Tris-HCI 10 mM
EDTA 1 mM

Agua destilada -

Preparacion:

e Hacer calculos para obtener la concentracion final indicada de cada sustancia.

e Disolver en % partes de agua previamente esterilizada y ajustar el pH=8.

e Aforar hasta el volumen calculado.

e Esterilizar a 121°C por 15 min.

RNAsa:
Sustancias Cantidad
para 50 mL
RNAsa 59

Agua desionizada 50 mL
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Preparacion:

e Hacer célculos para la cantidad deseada.

e Disolver con un poco de calentamiento la RNAsa en agua previamente

esterilizada.

Extraccion de ADN:

Sustancias

NaCl 0.85%
Amortiguador PBS
Lisozima

Proteinasa K (4 mg/mL)
Hielo

SDS 10%

NaCl6 M

Equipo
Autoclave
Incubadora
Centrifuga

Termomixer

Procedimiento:

Solucion fenol-cloroformo-isoamilico
Agua desionizada estéril

Etanol 100%

Etanol 75%

Amortiguador TE

RNAsa (1 pg/mL)

e Tomar células de un cultivo puro y crecer en medio BHI a 37°C y 250 rpm de

agitacién durante 24 h.

o Centrifugar los tubos a 3500 rpm por 10 min. Desechar el sobrenadante.

o Resuspender precipitado de células en 1 mL de NaCl 0.85% vy agitar

vigorosamente. Pasar a un tubo para centrifuga de 1.5 mL.

o Centrifugar los tubos a 3500 rpm por 10 min. Desechar el sobrenadante.

o Resuspender precipitado de células en 150 uL de amortiguador PBS y agitar

vigorosamente

e Adicionar 20 pg de Lisozima y mezclar invirtiendo el tubo 5 o 6 veces.

e Incubar a 37°C durante 30 min con ayuda de un termomixer.
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Agregar 1.4 uL de Proteinasa Ky agitar delicadamente.

Incubar en hielo durante 5 min.

Anadir 10 uL de SDS 10% y mezclar invirtiendo el tubo.

Incubar a 40°C por 30 min.

Adicionar 200 uL de NaCl 6M y agitar levemente.

Anadir 800 pL (doble del volumen que se tiene) de solucion fenol-cloroformo-
isoamilico y agitar vigorosamente.

Centrifugar a 14000 rpm por 10 min.

Recuperar la fase superior (fase acuosa que contiene el ADN) sin traer la nata
formada en la interfase y pasar a un tubo de 1.5 mL limpio.

Repetir desde » hasta que ya no haya formacion de nata.

Adicionar 1 mL de etanol 100% frio o 1 mL de isopropanol e invertir el tubo 2 o0 3
veces y guardar en congelaciéon a -20°C minimo 1 h.

Centrifugar a 14000 rpm por 10 min y tirar el sobrenadante.

Lavar el precipitado con 300 uL de etanol 75% hasta que haya desaparecido el
olor a fenol.

Centrifugar a 14000 rpm por 10 min y desechar el sobrenadante.

Dejar que se evapore el etanol remanente a temperatura ambiente.

Resuspender el precipitado en 100 uL de amortiguador TE o agua.

Purificacion de ADN con RNAsa:

Agregar 20 pL de RNAasa y agitar vigorosamente en corto tiempo.

Incubar a 40°C por 30 min en un termomixer.

Anadir 100 ul de NaCl 6M y agitar levemente.

Realizar una extraccion con 400 uL de solucidon fenol-cloroformo-isoamilico y
agitar vigorosamente.

Centrifugar a 14000 rpm por 10 min

Recuperar con una punta la fase superior (fase acuosa que contiene el ADN) sin
traer la nata formada en la interfase y pasar a un tubo de 1.5 mL limpio.

Seguir el procedimiento anterior desde ~.
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6.5. Clonacién y sobre-expresién de LipAQC-6H.

Medio Luria-Bertani (LB):

Sustancias Cantidad Marca
para 1L
Bacto-triptona 1049 BD Bacto Dickson
Extracto de levadura 59 Oxoid
NaCl 1049 JT Baker
Agua destilada 1L -
Kanamicina - Invitrogen
Ampicilina - Invitrogen
Agar microbilégico 159 Difco
Equipo
Autoclave

Preparacion:

Se hacen los calculos para preparar la cantidad deseada.

Disolver la Bacto-triptona, el extracto de levadura y el cloruro de sodio en agua
hasta aforacién y ajustar el pH a 7.5.

Esterilizar a 121°C por 15 min y dejar enfriar el medio.

Si se requiere, adicionar la cantidad necesaria del antibidtico correspondiente en
solucién esterilizado por filtracion de modo que se obtenga una concentracién

final de 100 pg/mL de medio.

Agar Luria-Bertani (LB):

Preparacion:

Se hacen los calculos para preparar la cantidad deseada.
Preparar medio LB de la misma manera que en el procedimiento anterior solo
gue se adiciona el agar después de ajustar el pH y antes de esterilizar.

Adicionar el antibidtico si se requiere y distribuir en cajas Petri.
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Digestion de vectores:

Reactivos
Vector purificado
Amortiguador 4
BSA

Enzima Ndel
Enzima Xhol

Agua desionizada

Equipo
Estufa

Procedimiento:

Cantidad para 10 uL

Marca

1-2 uL

1 uL

1 uL

0.5 uL

0.5 uL
c.b.p. 10 pL

New England Biolabs
New England Biolabs
New England Biolabs
New England Biolabs

e Sise va arealizar mas de una digestion se puede preparar una mezcla de mayor

volumen (sin adicionar vectores) y luego dividirla.

e Se hacen los calculos para la cantidad deseada.

e Preparar la mezcla adicionando el agua, el amortiguador y el BSA.

e Adicionar la cantidad necesaria del vector a digerir.

e Adicionar las enzimas de restriccion.

e Incubar a 37°C durante 2 h.
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Reaccion de ligacion:

Reactivos Cantidad para 40 pL

Amortiguador de ligacién 4 uL

10X

Ligasa 4 plL
Inserto 16 uL
Vector digerido 8 uL
Agua desionizada 8 uL

Procedimiento:

e Se hacen los calculos para la cantidad deseada.

e Hacer la preparacion de la mezcla en hielo adicionando el agua, el amortiguador,
el inserto y el vector digeridos (conservar una relacién 2:1 del inserto y vector).

e Adicionar la ligasa.

e Guardar inmediatamente en refrigeracion a 4°C durante toda la noche.
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Agar LB-Amp-Tributirina-IPTG:

Sustancias Cantidad Marca
para 50 mL

Agar LB -

Tributirina -

Tween 80 10 uL

Ampicilina Invitrogen

IPTG -

Agua destilada 50 mL -

Equipo

Autoclave

Sonicador

Preparacion:

Se hacen los calculos para la cantidad deseada.

Adicionar 250 uL de tributirina a un vaso de precipitados con 50 mL de agua.
Adicionar una gotita de Tween 80 a fin de ayudar a emulsificar la tributirina.
Sonicar esta disolucion durante 20 seg a 45% de amplitud 2 0 3 veces, o0 si se
prefiere, trasvasar la emulsion a un frasco para esterilizar con tapa-rosca y agitar
fuertemente hasta que se observe formacién de la emulsion.

Adicionar 2 g de agar LB, cerrar y agitar fuertemente.

Esterilizar en autoclave a 121°C por 15 min, o bien, calentar la emulsion 20 seg
aproximadamente 3 o 4 veces en horno de microondas con precaucion para que
empiece a hervir y se disuelva el agar (sacar con cuidado y agitar suavemente
entre calentadas) y dejar enfriar el medio.

Adicionar la cantidad necesaria de ampicilina en solucidon esterilizada por
filtracion de modo que se obtenga una concentracion final de 100 ug/mL de
medio.

Adicionar la cantidad necesaria de IPTG en solucion y esterilizado por filtracion
de modo que se obtenga una concentracion final de 0.5 mM.

Distribuir en cajas Petri.



ANEXO |

6.6. Electroforesis SDS-PAGE.

Gel SDS-PAGE:
Cantidad para 2 geles
Sustancias
Gel concentrador 4% (mL)  Gel Separador 12.5% (mL)
Agua 6.1 3.24
Amortiguador Tris-HCI 1
M pH 6.8 25 )
Amortiguador Tris-HCI 1
M pH 8.8 ) 25
Acrilamida 30.%-Bis 0.8% 1.3 4.16
SDS 10% 0.1 0.1
APS 10% 0.050 0.050
TEMED 0.008 0.008
Equipo

Placas de vidrio
Espaciadores
Camara de electroforesis

Fuente de poder

Preparacion:
e Se hacen los calculos para la cantidad deseada.
e Limpiar con etanol los vidrios.
o Ensamblar los moldes contenedores del gel.
e Preparar primero el gel separador:
- Mezclar en un vaso de precipitados todas las sustancias menos el
TEMED.
- Adicionar el TEMED e inmediatamente vaciar la mezcla con pipeta al
molde.
- Esperar a que gelifique.

e Preparar el gel concentrador:
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- Mezclar en un vaso de precipitados todas las sustancias menos el
TEMED.
- Adicionar el TEMED e inmediatamente vaciar la mezcla con pipeta al
molde.
- Esperar a que gelifique.
Montar el gel en la camara de electroforesis con sistema enfriador.
Adicionar el amortiguador de Laemli.
Cargar cuidadosamente con pipeta las muestras y el marcador en el gel.
Hacer pasar una corriente eléctrica 100-200 V hasta que el colorante indicador

salga del gel.

Visualizaciéon del gel SDS-PAGE:

Solucidn teriidora Solucién destenidora
Sustancias
Cantidad para 1 L Cantidad para 1 L
Azul de Coomasie 250 mg
Metanol 400 mL 500 mL
Acido acético 70 mL 100 mL
H,O 530 mL 400 mL

Preparacion:

Se hacen los calculos para la cantidad deseada.

Preparar las soluciones tefidora y destefiidora mezclando las sustancias
correspondientes.

Desmontar el gel y colocar en un recipiente contenedor.

Adicionar solucion tefidora hasta cubrir el gel y dejar en agitacion constante
hasta que éste adquiera coloracion azul.

Cambiar la solucién del gel por solucion destefiidora y dejar en agitacion
constante hasta que se revele el patrén de bandas y el gel pierda coloracién.

Se puede usar un transiluminador de luz visible para mejor apreciacion.
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6.7. Cuantificacion de proteina.

Reactivo BCA:

Sustancias Cantidad
para 500 mL

Acido bincinconinico 5.0 g

(BCA)

Na,CO; anhidro 8.55¢

Tartrato dibasico 08 g

dihidratado

NaOH 20 g

NaHCO; 4739

Agua destilada c.b.p.

Equipo

Autoclave

Sonicador

Preparacion:
e Se hacen los calculos para la cantidad deseada.

e Se enjuaga todo el material con agua destilada.

¢ Disolver la sal con un poco de agua en un vaso de precipitados.
e Ajustar el pH a 11.3 con una disolucion de NaOH (10 N).

e Aforar al volumen calculado.

e Conservar en frasco de vidrio en refrigeracién a 4°C.
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6.8. Determinacion de pl.

Actividad “in situ” con a-naftil acetato:

Sustancias Cantidad Marca
Fosfatos 0.05 M pH 7.5 - Sigma
Triton X100 - -

H,O desionizada - -
Solucion A para 25 mL

a-naftil acetato 10 mg Sigma
Acetona 2.5 mL -
Fosfatos 0.1 M pH 7.5 22.5mL Sigma
Solucién B

Fast Red 25 mg Sigma
Triton X100 0.025 mL -
Fosfatos 0.1 M pH 7.5 22.5mL Sigma

Procedimiento:

Realizar una electroforesis en gel SDS-PAGE con las muestras a las que se
medira la actividad.

Después de la electroforesis, lavar el gel con agua desionizada.

Colocar el gel en amortiguador de fosfatos 0.05 M pH 7.5 y dejar reposar durante
30 min.

Preparar la solucién A: Disolver el a-naftil acetato en acetona y aforar a la
cantidad calculada con el amortiguador de fosfatos.

Desechar el amortiguador y lavar el gel con agua desionizada.

Cubrir el gel con la solucién A 'y dejar actuar durante 20 min.

Preparar la solucion B: Disolver el Fast Red en el amortiguador de fosfatos y
adicionar el triton X100 a 0.1%.

Terminando el tiempo de reaccién adicionar la solucion B.

Lavar el gel con agua desionizada recién se empiecen a revelar las bandas de
actividad.

Dejar el gel en amortiguador de fosfatos 0.05 M pH 7.5.
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6.9. Ensayos de actividad enzimatica.

Preparacion de soluciones estandar de sustratos de p-nitrofenil ésteres.

Las disoluciones de los sustratos de p-nitrofenil ésteres se preparan disolviendo
completamente (con uso de vortex) en 100 yL de Triton X-100 la cantidad necesaria de
sustrato para tener una concentracion final de 4424.78 uM y después se adicionan 900
WL del amortiguador a ocupar en el ensayo. Si se desea se puede preparar una primera
solucién mas concentrada y de ésta tomar para preparar una segunda disolucion con la
concentracion deseada cuidando de mantener la concentraciéon de Tritén X-100 al 10%

en la disolucidn final.

Preparacién de resina Amberlyst.

Amberlyst A-26 (Aldrich) es una resina de intercambio iénico fuertemente basica,
especialmente ajustada para su uso en medio no acuoso, con una estructura
macroreticular (poro 20-50 mesh). Antes de su uso se prepara como indica Needs y col.
[47].

Preparacion:
e Poner en agitacion 2 g de resina con 20 mL de NaOH 1M durante 15 min.

e Lavar 3 veces con 30 mL de agua destilada agitando 10 min entre cada lavada.
e Lavar 3 veces con 15 mL de metanol (agitar 10 min de entre cada lavada)

e Guardar para su uso en metanol a 4°C.
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7.2. Secuencia del plasmido pET-22b (+).
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V3 gen 16s de B. pumilus QC.
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V3 gen 16s de B. pumilus GMA1.
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Secuencia del gen lipA de B. pumilus QC.
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Comparacion de secuencias con la regién V3 del gen

16S de B. pumilus QC y B. pumilus GMA1.
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T4

T4

Comparacion de secuencias de la regidn que codifica

7.7.

para la lipasa de B. pumilus QC.
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del
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do pET+lipAQC,

asmi
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