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RESUMEN 

La eSlerasa Stcl está i nvol ucrada en la bi osí mesi s de esterigmawci sli na, un precursor de 

aflaloxinas en Aspergiffus lIidl/fans. En el presente trabajo se estudiaron diferentes condiciones de 

cultivo de A. niduloils para evaluar la expresión de la enzima Se observó que la proteína SIc! se 

expresó en todas las condiciones evaluadas. pero se encontró una mayor cantidad cuando A. 

lIid,¡/tms se creció en medio sólido con avena En A. nidlllam esta enzima con potencial de 

esterasallipasa. está compuesta de 286 aminoácidos que corresponden a una masa molecular 

teórica de 31 kDa. Sin embargo, nueslros resultados mostraron que la proteina Stc! tiene una 

masa molecular aparente de 35 kDa en todas las condiciones evaluadas Un análisis de las 

secuencias de expresión (EST' s) dispollibles, indicó la presencia de 29 aminoácidos adicionales 

ell la regióll N-termillal para la proteína SIC!. Con el fin de conocer la función de eSla región N­

tennioal, se clonó y expresó a SIc! (la versión truncada del gen ya reportado) en Escher/ch/a coli 

Sín embargo, la proteína expresada en E coli se alojó en su mayoria en cuerpos de inclusión. 

Para resolver esto, se utilizó COmO alternativa el sistema de expresión de Píchía pasforis, en el 

cual se realizó exitosamente la expresión de ambas enzimas: la versión tnmcada (Stcl) y la 

completa con la región N-terminal adicional (NSlcf) 

Las enzimas recombinantes se caracterizaron bioquirnicarnellte y se evaluaron sus actividades 

sobre ésteres de p-nitrofenilo con ácidos grasos de diferente largo de cadella (C2,0-C 18,0), 

obteniéndose diferencias en las propiedades de ambas formas, Además, se estudiaron dos tipos de 

reacciolles catalitiC<ls, la hidrólisis de compuestos con estructura parecida al sustrato ongillal de 

la enzima (versiconal, inlermediario en la síntesis de atlatoxinas) y la desacetilación de 

cOmpuestos fenólicos bioaclivos, Los resultados mostraron que hay diferencias en la 

quimioselectividad de éSleres de fenoles y flavonoides, También se obselVaron diferencias en la 

regioselectividad de ácido kójico y de flavonoides. De esta manera. estos datos permiten concluir 

que la región N-terminal funciona ellla detenninación de las propiooades catalíticas de la enzima 

Por lo tanto, proponernos que las esterasas estudi adas aquí tienen UIl alto potencial para usarse en 

biotransformaciones industriales importantes en comparación con la enzima Novozym 435 

utilizada ampliamente en la industria, 
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L INTRODUCCiÓN 

Aspergillus nidJlla/ls es un hongo filamentoso, sapróflto, ampliamente distribuido en la naruraleza 

y muy importante en investigación biológica debido al grado de conocimiento que se tiene sobre 

este microorganismo como su estructura genética que ofrece la posibilidad de disponer de 

técnicas que permiten manipular el genoma y la facilidad para obtener mutantes. Adicionalmente 

su genoma se enCllentra secuenciado completamente y se ha generado una base de datos de 

secuencias de expresión (Esr s) que facilitan aun más su estudio (Roe el al .. 2001. Galagan el 

al., 2005) 

Existen pocos reportes sobre clonación y caracterización de genes que codifican para proteínas 

que participan en el metabolismo seculldario de A. mdlllalls, La esterigmatocistina (ST) y las 

aOaloxinas son metabolitos secundarios reportados como los productos naturales más tóxicos, 

mUlagénicos y carcinogénicos conocidos, La esterigmatocisulla es el penúhimo intermediario de 

la vía de biosíntesis de analOxin3s pero se ha encontrado que denlro del género Aspergi1!/Is; A, 

lIidl/JailS. al igual que A. ochraceorosellS, la producen ComO producto final (Bennet el al., 1989: 

Brancn el al .. 1993; Klich el aL. 2000). La vía de biosíntesis de ST en A. J/id,;/alls es muy 

parecida a la de biosintesis de aflatoxinas en A.\pergill/lS parasiliclIs y Aspergi/!/lS jlavlIs. En 

estos organismos los genes involucrados en la biosintesis de ST o anatoxinas se encuelltran 

agrupados (Yu el al., 1995; Fellg y Leollard, 1998), En A. mdlllans el agrupamiento de estos 

genes ya se ha descrito: tiene UIl tamaño de 60 kbp, que comprende 25 genes e incluso se propuso 

una vía de biosilltesis (Brown el al., 1996). Delltro de esta región se ha reportado el gen SIc! que 

corresponde a una enzima con potencial de esterasallipasa, La secuellcia reponada parece ser el 

gen compl eto que no con1iene i nlrones y tiene como número de acceso en el GenBank ni, 

2869364 Este gen es homólogo al gen eSIA que ya ha sido clonado e identificado dentro del 

agrupamiento de genes de la vía de biosíntesis de aílatoxin2s en Asperg/I/lIs parasllleils (Yu el 

al .. 2002). 

Por otra pane, se ha detectado lIclÍvidad de esterasa en extractos celulares de A. parasiliclIs 

(KU5umoto el al, 1989; Anderson y Chung, 1990. KlISlImoto y Hsieh, 1996) y la COllversión de 

versiconaJ hemiacetal acetato (VHA) a versicollal (VAL) y de versicollol acetato (VOAc) a 

versicollol (VOH) por la esterasa EstA (Chang el al., 2004), Anderson y Chullg (1990) también 
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demostraron que una esterasa porcina puede catalizar la hidrólisis de VHA a VAL 

Se han realizado algunos esrudios sobre la expresión de los genes involucrados en la biosíntesis 

de allatoxinas (MolOmura el al., 1999; Yu el al" 2002; Kato el al., 2003), La expresión de estos 

genes es compleja y no se ha esrudiado mucho. No se han reportado las propiedades bioquímiC<ls) 

ni el aislamiento y expresión de enzimas de la biosíntesis de ST No existe tampoco infonnación 

sobre la actividad de la enzi ma Stc!, ni de sus propiedades catalíticas o de su especi fici dad de 

sustratos. La desacetilación de VHA y VOAc por las esterasa Stc] sugiere que la enzima tiene 

potencial en el área de biocatálisis, ya que podría llevar a cabo reacciones con una alta ellalllio o 

regioselectividad con sustratos que no estén estructuralmente relacionados con lJiglicéridos. Un 

ejemplo son los compuestos fenólicos, los cuales son de gran interés industrial debido a sus 

propiedades biológicas C0l110 antioxidantes, quelantes, neutralizadores de radicales libres, anti­

inOamatorios, antialergénicos, antin1icrobianos, alllivirales y amicarcil1ogél1icos, entre otras 

(Seraíini el al" 1998; Morishita y Ohnishi, 200J), 

Las enzimas microbianas son consideradas como herramientas muy útiles en químiC<l orgánica ya 

que pueden llevar a C<lbo biotransformaciones de importancia industrial Dentro de estas enzimas, 

las ¡¡pasas y estemsas SOl1 de relevancia particular debido 1\ su capacidad para calalizar reacciolles 

con una alta quimio-, regio- y enal1lioselectividad (Jaeger el al" 1999; Saxena el al., 1999) Su 

uso como catalizadores para la síntesis o biotrallsformación de diversos compuestos ha 

aumentado debido a su ruta eficiencia en sistemas de solventes orgállicos, Es importante contar 

COIl enzimas nuevas que puedan catruizar la desacerilaóón regJOselectiva de compuestos 

fenólícos para poder llevar a cabo la lípoJilización de los mismos, así como reacciones de síntesis 

(Figueroa-Espinoza y ViJjeneuve, 2005; Fragopolou el al., 2007), La acetilación enzimátiC<l de 

compuestos fenólicos es más regioselectiva que la químiC<l y no hay una pérdida de la 

bioactividad del compuesto (Chebil el al., 2006). Se ha reponado la acelilación ellzimática de 

compuestos fenólicos, especialmente de flavolloides (Ardhaoui el al., 2004 :Lb; Mellou el al, 

2006). Sin embargo, hay pocos reportes sobre la desacetilación de compuestos fenólicos (Naloli 

el (J/, 1992; Parmar el al, 1998 >.b Lambusta el al., 2003) 



 

En el presente trabajo se estudiaron primeramente diferentes condiciones de e.>;presiÓfl de la 

estcrasa Stc!. Nuestros resultados mostraron la presencia de un exÓfl adicional que no había sido 

reportado en la región N-terminal del gen ~'lcJ secuenciado por I3 rown el al. ( 1996). Con el fin de 

elucidar el papel de esta región, se clonó y expresó el gen !;Icl completo (IISIC!) y la versión 

truncada del gen ya reportada (SIC!) en Pichi" lJ(l~fOris. Finalmente se estudiaron la hidrólisis de 

colllpueslos con eSlroctura parecida al sustrato original de la enzima, así como la desacetilación 

de compuestos fenólicos bioactivos_ 
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2. MARCO TEORICO 

2.1. El géllero Aspergillus 

El género Aspergillus se clasifH:a dentro de los ascomicetos, los cuales se caracterizan por 

presentar un mecanismo de reproducción sexual y un micelio septado (Ward, 1991), tal es 

el caso de A. /l/dlllon.';. Penenece al orden de los EurOliales que se refiere a aquellos hongos 

que producen aseas dentro del cleislDlecio, que es un ascocarpo esférico cerrado producido 

durante la fase sexual del hongo (Powell el al .. (994) Una de las características de este 

género es que son tolerantes a bajas actividades de agua, lo que los hace capaces de crecer 

en sustratos de altos potenciales osmóticos y esporular en llna atmósfera de baja humedad 

relativa (Corty el al., 1994) 

Los hongos del género AspergillllS han evolucionado hasta alcanzar una alfa diversidad 

metabólica, que involucra diferentes sistemas enzimálÍcos que le pemliten sobrevivir en 

una amplia variedad de habitats y. como consecuencia. eSlán reconocidos como una fuente 

rica de enzimas usadas en una amplia variedad de industrias (Bennel1 y Klich, 19921. 

Algunas de sus especies son una fuente jmponante de enzimas extracelulares y ácidos 

orgánicos ampliamente utilizados en la industria alimentaria. y también intervienen en la 

obtención de alimentos tradicionales orientales 

2.1.1 Importancia económicll del género A ... pergilflls 

Este género se divide en subgéneros y secciones, Existell un gran número de especies de 

importancia ewnómica, Industrialmente, el género Aspergillus posee gran relevancia 

debido a que tiene un alto nivel de secreción de enzimas, lo que facilita su purificación y 

uso a nivel industrial, además de que hay experiencia en el manejo de este organismo. 

Dentro de las especies de este género en las que se han encontrado diversas enzi mas con 

aplicación industrial se encuenlran A. C1Il'a/ltori. A. cG.ildídIlS, A. jlavllS, A. sydowii, A. 

foelidlls, A. niger, A. lIidlllaJ/S. A.japOl1iclIs y A. O/yUte. 

Si 11 embargo. también al b'1lnas especies producen compuestos con alta toxicidad hacia otros 

organismos llamados micotoxinas, las cuales penenecen a un grupo químicamente diverso 
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de metabolitos secundarios cuya función no es muy clara, A. jlm'lIs y A. parasiliclIs 

sintetizan una o mas aflatoxinas las cuales son cumarinas sustiruidas con caracteristicas 

hepatotóxicas, teratogénicas y carcinogénicas (Cotty el al., (994), 

Los Aspergilli también se han empleado como receptores para la clonación de enzimas de 

otros organismos o de otras especies del mismo género, Las especies que más se han 

utilizado para estos fines son A. /l/gel' yA. oryzae, 

2.1.2 AspergiJIlIs lIidulllllS 

Aspergill/ls lIidl/lallS es un hongo que se encuenlJa comúnmenle en el suelo, de fácil 

creci miento y ti ene cienas caracteri ,Iicas que lo hacen ser el más usado para estudios de 

genética práctica, como son el tener mutantes con diversas características fenolípicas y 

bioquímicas, asi como ser un microorganismo que se puede manejar fácilmente (iones y 

Ríckards, 1991), El estilo de vida saprofítíco le pemJíte ser capaz de ulilizar un amplío 

rango de sustratos como fuente de nutrición. Además, es un género liIogenélicameme 

relacionado con Penfcill/mn y CephalosporiulII que agrupan especies producloras de 

metabolitos secundarios y proteínas de gran valor comercial (Powell el al.. 1994), A. 

nidulalls es, por lo tanto, un hongo muy importante biotecnológicamenle; adicionalmente 

presenta varias ventajas como modelo experimental, entre las que se encuentran: 

• Se cuenta con un mapa genético bien definido de este microorganismo, Su 

genoma ha sido completamente secuenciado y tiene un tamaño de 285Mb, 

organizado en 8 cromosomas con tamaños entre 4,3-2 7 Mb (Galagan el al , 

2005) 

• Forma colonias compactas que facilitallla réplica en placa, 

• Presenta un gran número de mutantes disponibles en colecciones y la 

faci I í dad para obtener más, 

• Se dispone de técnicas que permiten manipular su genoma, 

• Se pueden realizar estudios de expresión de genes por medio de fusiones 

• Tiene conidios uninucleados, que permiten hacer una mutagénesis 

directamente sobre ellos. 
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• Presenta un ciclo de vida rápido. 

• Los medios de cultivo y condiciones para su cre.:imiento son simples. 

2.2. HidrolaSllS 

La familia de las hidrolasas está conformada, el1rre otras enzimas. por esterasas. 

fosofolipasas, proteasas. amidasas, epoxihidrolasas, nitrilasas y glicosidasas. Este grupo de 

enzimas puede catalizar la hidrólisis de un enlace en presencia de agua. Las hidroJasas se 

encuentran clasificadas en el grupo 3 de la comisión de enzimas (EC) y por el lipo de 

enlace que hidrolizan. Por ejemplo, las esterasas eslan clasificadas con el número 3. I 1.1 Y 

las lipasas con el número 3. I 1.3 El pOlencial biote<:nológico de las enzimas hidrólilÍcas es 

de especi al interés, ya que éstas presentan varias ventajas que las hacen ideal es para 

lItilizarse como catalizadores ell química orgánica 

./ Comúnmente aceptan varios intermediarios sintéticos como suslratos., debido a su 

ampl i a es pe.: i ficidad de sustratos . 

./ Tienen una alta estereoseleclívidad hacia sustratos no narurales . 

./ Pueden catalizar varias reacciones relacionadas como condensación y alcoholisis . 

./ Muchas enzimas están disponibles comercialmente. 

La mayoria de las enzimas de este grupo que se utilizan en la industria son microbianas, 

pri nei pruemente de bacterias y hongos (Bomscheuer y Kazl auskas. 1999; Patel, 2001). 

2.2.1 Generalidades de eslerasas 

Las eslerasa-s son hidrolasas que calalizan el rompimiento de enlaces éster entre un ácido y 

un alcohol en presencia de agua y en ausencia de la misma catalizan la reaccíon inversa 

(síntesis) Pueden catalizar las reacciones de hidrólisis ó síntesis de ésteres carboxilicos, 

amidas, esleres de fosfatos entre otros. Existe una gran diversidad de eslerasas por lo que 

hay una nomencl atufa muy grande y variada. Se pueden dividi r en: hidrol asas de ésteres de 

ácidos carboxillcos (carboxi lesterasas, col i nesterasas), decxi ribonucleasa, endonucleasas, 

exonucleasas, rosorodiesterasas, rosromon~slerasas, fosfotrieslerasas, ribonucleasas, 

sulfatasas y tioeslerasas Se producen de diferentes maneras y cuando se aplican en algunas 
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áreas II1dustriales como biocatálisis, no es necesario purificarlas para su uso (Panda y 

Gowrishankar. 2005), 

Las carboxileslerasas, a diferencia de las lipasas, reslIingen generalmente su acción sobre 

oiglicéridos y éSleres de ácidos grasos de cadena cona solubles en agua. En la figura 1 se 

muestra la reacción general típica de una senn-esterasa (EC 3,1 1 J), Se diferencian 

adicionalmente de las lipasas en base a la especificidad de sustratos y en que no presentan 

activación interfacial Adicionalmente, en conlrasle con las lipasas, no presentan una lapa 

que cubra el sitio aclÍvo, por lo que tienen propiedades diferelltes. Las esterasas están 

ampliamente distribuidas en animales. plantas y microorganismos pero para muchas 

enzimas aun no se han esclarecido sus funciones fisiológicas . 

.. HO-R' .. 

Figura t- R ... cc!6n cala!>>,",Ja poreS!<:rasa< 

2.2.1.1 Aspectos estructurales de eslerasas 

Las carboxi I eSlerasas tienen I a estructura c.aracteri stic.a O'lp, esto es, una estruclura de 13-

plegada central paralela constituida por 8 hojas 13 (131-138) conectadas por 6 ó más a-hélices 

(A-F) (Figura 2) Los estudios hechos por cristalografía de rayos X muestran 

adicionalmente. que el sitio catalítico está localizado en el carboxilo terminal de la hoja 

cenlral f,l5, Este sitio se encuentra formado por los residuos: histidina, serina y aspanato o 

glutamato, donde el papel principal lo desempeña la seril1a llucleoíiliC<l, ESla última se 

activa por el acoplamiento entre los residuos de aspartato e histidina, En las eS1erasas el 

residuo de serina activo se encuentra en una secuencia consenso corta (G-X-S-X-G). 

aunque el resto de los aminoácidos (aa) de la triada catalítica proviene de distintas regiones 

de la proteína. Recientemente, se ha descrito la exislencia de un m01ivo consenso diferente 

G - X - X -L (Arpigny y Jaeger. 1999) 
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La hidrólisis del enlace éster es realizada por la mada calalítica, donde la serina es 

responsable del ataque nucleofilico sobre el carbonilo del enlace éster, el átomo de oxígeno 

del grupo hidroxilo de la serina del sitio activo ataca el álomo de carbOIlO del grupo 

carbonito del enlace éster, IOdo eSlo asistido por la formación de un oxianión intermediario 

letrahédrico qlle se forma durante la catálisis y que es eSlabilízado por los residuos de 

histidina y ácido aspártico ó glll13mico del sitio activo. El anillo de imidazol de la histidina 

se prolOna, queda cargado posilivamenle y es estabilizado por la carga negativa del Olro 

residllo de aminoácido de la triada (Asp ó Glu). El intermediario tetrahédrico se estabiliza 

por dos puentes de hidrógeno formados con los enlaces amida de residuos que se 

encuentran en la cavidad oxianiÓnica. Poslenormellle el grupo alcohol es liberado y se 

forma el complejo acilo-enzíma. Luego el grupo hidroxilo de una molécula de al,'1J3 alaca el 

iÍI0f110 de carbono del complejo acilo-cnzima y se forma un segundo in!ermediario 

tctrahédrico. Finalmenle, el grupo acilo es liberado y se regenera la eozima activa (Figura 

3) (Derewenda el al" 1994: Longhi el al .. 1997: Lang el al., J 998). 

Existe mucha variabilidad en los medios que rodean las triadas y aún no se han logrado 

esclarecer enteramente Se sabe qlle a diferencia de las lipasas, las eslerasas presenlan un 

<) 
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sitio activo accesible al solvente por lo que no existe un mecafllsmo de activación 

illterfaciaL Las esterasas presentan además Ull sitio de ullióll del grupo acilo ("acyl binding 

pocket") (Holmquist, 2000) 

o '0-< 
J"p 

Se ha encontrado para algunas carboxilesterasas que la región N-terminal es muy 

importante para definir las propiedades catalíticas de la enzima. En el caso de lipasas 

sensibles a hormonas, la región N-termillal esta conformada por dos a-hélices que 

restrillgen la entrada del sustrato al sitio activo y modulan la especificidad, asi como otros 

parametros de las enzimas (Mandrich el al., 2005, FogJia el al., 2007), 

2.2.1.2 Aplicación e im port:lIlcía económica de las eslerasas 

Las esterasas tienen un amplio campo de aplicacióll Las caracteristicas que las hacen 

illteresantes como biocatalizadores ell la industria residen en su estabilidad, actividad en 

sol ventes orgánicos, el hecho de que no requieren cofacrores y su alta regio y 

estereoespecificiad, Sus aplicaciones podemos dividirlas de acuerdo al área industrial en 
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que han sido uulizadas (panda y Gowrishankar, 2005): 

A) Procesall1lellto de alimentos, bebidas, perfumeria y degradación de materiales sintéticos­

Se utilizan para la liberación de ácido ferúlico, sinápico, caféico y coumárico de ésteres 

encontrados en cereales, residuos agroindusuiales y biopulpas. Estos compuestos una vez 

liberados se utilizan en perfumería y alimentos. También se ulÍlizan en reacciones de 

transesteri ficaci ón para generar grasas con valor agregado. 

B) lnge11ieria ambiental- Las esterasas se han utilizado para la degradación de diversos 

compuestos contaminantes como poliuretano, plásticos y poliéSleres 

C) Industria farmaceútica- El papel pril)cipal de las esterasas en esta área, es la síntesis de 

fármacos Quírales. Las esterasas comunes no pueden llevar a cabo la hidrólisis de ésteres 

con un grupo voluminoso de alcoholes tercía,;os, sin embargo, una eSlerasa de 

Burkholderi(l gladioli pudo catalizar esta reacción muy importante para la producción de 

deri vados de cera I ospori nas (Petersen el al , 200 I l. 

D) Agricultura- Las fosfolriesterasas se utilizan para la degradación de compuestos 

organofosforados (insecticidas y nematicidas). 

E) Industria quimica- Se utilizan también en la manufactufl! de pulpa y papel, textiles y 

pieles 

2.2.2 Generalidades de lipasas 

Al igual que las esterasas, las lipasas catalizan la hidrólisis de ésteres, pero lo hacen 

preferencialmente hacia lrigli céridos y ésteres de ád dos grasos de cadena larga insolubles 

en agua (Figura 4). La aClividad enzimálica "in vilro" de lipasas se puede medir por la 

hidrólisis de ulla amplia variedad de ésteres de ácidos carboxílicos (sustratos natufl!les y 

no-natufl!1 es); asi como por I a alta especi ficidad que presentan pafl! el rompimiento de acil­

gliceroles de cadena larga (Jaeger el al., 1994; Beisson el al., 2000) 
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Dado que los triacilgliceroles son insolubles en agua, la conversión a productos se lleva a 

cabo y se ve incrementada en una interfase lípido-agua. Se generan principalmente como 

productos ácidos grasos libres y glicerol cuando se trata de una hidrólisis total, mientras 

que cuando la hidrólisis es incompleta generan diglicéridos y monoglicéridos con 

diferencias en las posiciones linales de esterificación A este fenómeno se le conoce como 

activación interfacial y muy probablemente se debe a la presencia de una lapa que cubre el 

sitio activo y que estÍl presente en la mayoría de las lipasas. Después de la difusión de la 

lipasa a la interfase, el sitio activo de la enzima es expuesto debido a un cambio 

confirmacional de la tapa (conformación abierta) (~'Jilled el oL, 200J). Debido a la 

activación interfadal, la cinética de hidrólisis de lipasas 110 puede ser descrita por la 

cinética tradicional de M.ichaelis-Mel1ten dado que este 111odelo es válido sólo para enzimas 

y sustratos solubles (Verger y de Haas, 1976) 

Aunque las lipasas se encuentran ampliamente distribuídas en la naturaleza, se encuentran 

abundantemente en la flora microbiana (bacterias, hongos y levaduras) También se ha 

reportado la presellcia de estas enzimas ell animales y plalltas (Pandey e/al., 1999). En el 

caso de plantas, las ellzimas son abundantes en los tejidos de reserva 
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2.2.2.1 Aspectos eslrllCl1l ral es de lipasas 

En 1990 se deterrni nó la estructura de las I i pasas de R/uzomllcor mlehel y la de la li pasa 

pancreáli ca humana_ Desde el1lonces se han elucidado varias estructuras de I i pasas, la 

mayoría de origen microbiano, Las lipasas companen con las esterasas la estructura 

característica aJ~ antes descrita y, en contraste COIl esterasas, la mayoría contiene un 

segrnffito helicoidal adicional que cubre el sitio activo (tapa) Los estudios hechos por 

cristalografia de rayos X muestran que el sitio calalítico también está localizado en el 

carboxilo termíllal de la hoja central 05 (Jaeger y ReelZ, 1998), Este sitio se encuentra 

formado al i,l,'lJal que en eslerasas por los residuos histidina, senlla y aspartato o glulamato, 

donde el papel principal lo desempeña la serina que se encuentra en la secuencia consenso 

cona similar a la encontrada en esterasas (G-X-S-X-G), aUllque el resto de los aminoácidos 

de la lriada catalítica proviene de distintas regiones de la proteína, La serilJa que se 

encuentra dentro del penlapéptido consenso ell las [ipasas tiene una conformación (4)= 62", 

II¡= 121"). lo que genera que después de una cadella l3 se obtenga un giro rigido que 

contiene el residuo de selÍna y posteriormellte un a-hélice, conocido como O-eSer-a, Un 

análisis de la secuencia de aminoácidos alrededor de residuos de serina activos de 

diferefltes selÍn-hidrolasas indica que se puede constituir la unión estructural que relaciona 

a diferentes enzimas de la familia de las hidrolasas (Derewenda el al., 1993)_ 

La hidrólisis del enlace éster es realizada por la triada catalítica con un mecanismo de 

hidrólisis igual al descrito para esterasas, donde existe un ataque nucleofilico por parte de la 

serina sobre el carbonilo del enlace éster, asislido por la formación del oxianión 

intermediario lelrahédrico que se forma duran le In catálisis_ Existe mucha variabilidad en 

los medi os que rodean las triadas y aún no se han logrado esclarecer ffiterameflte. Se sabe 

que en la lipasa de R. miehei el ox:.iallión se forma completamente después del cambio 

collfonnaciollal debido a la activación interfacial y está compuesto de dos amidas más el 

grupo hidroxilo de la selÍlla, ambos capaces de ceder protolles para formar puentes de 

hidrógeno (Brockman, 1984), Durante el mecanismo de aClivación illterfaGÍal existe un 

cambio conformacional ell la enzima, que se ajusta por si mismo a la interfase, En las 

enzimas que se hall estudiado (G. cOII/Jid/lm. R. mieher y la lipasa pancreiilica humana hpL), 
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se ha visto que el centro catalítico está por debajo de una o mas hélices superficiales que lo 

cubren y, para el caso de las lipasas dicha cubierta es una hélice anfipática. 

2.2.2.2 Aplicación e importancia económica de las lipasas 

En comparación con las eSlerasas, las lipasas son de interes panicular para la producción de 

compuestos enantiopuros como resultado de su amplia especificidad de suslrato, una alta 

estabilidad en solventes orgánicos y a menudo mas alta enanlíoselectividad (Jaeger y 

Eggert, 2002) 

En el área biotecnológica se prefieren las lipasas microbianas debido a sus diversas 

propi edades enzimiÍlÍcas, !I sus especi ficidades de suslrato y a que el sistema de producción 

por fermel1lacion represel11a un bajo costo, Las especies C(md¡da sp .. PSelldOnlOl/(lS sp .. y 

Rhizoplls sp, son las fuentes mas importantes. e rugosa es el microorganismo mas usado 

para la producción de I¡pasas (Pandey el al .. 1999). 

Existen varias patentes sobre la aplicación industrial de lipasas El uso principal se asocia 

con la producción de aceites y grasas modificados, en donde se ha avanzado mucho en la 

modificación enzimática En la actualidad las lipasas son una excelente alternativa a las 

té.cnicas orgánicas clásicas para la transformación sele.:tiva de moléculas complejas. Estas 

enzimas poseen mucnas características que las hacen excelentes biocatalizadores, como 

son, impartir especificidad a reacciones en las cuales un proceso químico es no-específico, 

reducir reacciones colaterales simplificando problemas de separación de productos y 

reducir C<lstos en comparación con los procesos químicos tradicionales (pandey el al .. 

(999). 

2.3. Esterasas y lípasas en el género A!ipergilllls 

Denrro del género Aspergil/I/s se nan reponado muchas enzimas con aplicación industrial. 

Dentro de los microorganismos que producen lipasas se incluyen varias especies de 

Aspergilllls La lipasa de A. niger se produce a escala industríal y na sido extensamente 

estudiada (Fogarty, 1994) A diferencia de las lipasas 110 existen muchos reportes de 

esterasas. Para AspergilJlIs lIiger se nan caracterizado y estudiado ampliamente las feruloil-
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eSlerasas A Y B, e incluso se ha reportado la estructura de la feruloil esterasa A (Benoit el 

al., 2006, 2007), DIchas enzimas son de gran importancia biotecnológica debido a que se 

pueden utilizar para la producción de ácido ferúlico el cual es un compuesto antioxidante y 

precursor de vainillina, Se ha reportado y clonado también una esterasa involucrada en la 

biosílllesis de aflatoxinas en A, parasifiL~ls (Yu el al., 2002) 

En el caso de A, nidl/fal1s existen muy pocos repones sobre lipasas y esterasas. Denlro de 

las esterasas se ha donado y caracterizado una feruloil estcrasa tipo B (Shin y Chen, 2007). 

Machado y colaboradores han reportado la presencia varias esterasas en extractos celulares 

obtenidos de micelios de diferentes cepas de A. nidll}allS (Machado y De Castro-Prada, 

1998). También se ha reponado la presencia de una secuencia de esterasailipasa putalÍva 

dentro de la via de biosintesis de esterigmatocistina (Brown el al., 1906), En A. I1Idl/!alls se 

ha detectado tambíén la presencia de actividad lipolítica ':1 cutinolilica (García-Lepe R, el 

al., 1997) Y se ha reportado la puri fi caci ón de una Ji pasa que es activa a baj as temperaruras 

(Mayordomo el (Ir .. 2000). 

Se realizó un análisis de las secuencias de lipasas, esterasas y cutinasas en la base de datos 

del genoma de A. nidllJolIs (Galagan el al., 2005). En esta base de datos, estas enzimas 

están cJasifícadas de acuerdo al dominio que la proteína presenta en la base de datos pfam 

(protein famílies database of alig¡¡ments y HlvlMs) De este modo se obtuvieron 45 

secuencias (Tabla 1), 

Tabla 1- Secuencias de carboxilesterasas encontradas en el genoma de A. lIidIlJ{/!lS 

Dominio Secueocias 

Lipasa 3 4 

Lipasa 4 

Lipasa con motivo GDSL 9 

Li pasa secretoria 2 

Esterasa 1 

Cutinasa 4 
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Carboxileslerasa 18 

all1 hi drol asa asociada a I i pas.a 1 

Otras 2 

TOlal 45 

Se realizó un estudio de dichas secuencias, obteniéndose algunos datos teóricos como el 

peso molecular, pI, presencia de péptido señal, secuencias ESTs relacionadas, presencia de 

¡IJlrones y pentapéptido consenso, En la tabla 2 se muestran las secuencias de proteínas en 

el intervalo de masa molecular de 20-50 kDa, así como algunas caracteristicas teóricas, 

Resal tan las tres secuencias marcadas en gris; una corresponde a la SIc1 y las otras 

presentan valores de masa molecular y pI teóricos muy cercanos a los valores teóricos de la 

esterasaJIipasa bajo esludio (Sien, (31.45 kDa y pI 4.91) Sin embargo, es importante 

resaltar que a diferencia de la Stc[, a estas dos lipasas se les predijo un péptido señal 

Tabla 2- Secuencias de carboxilesterasas reportadas en el genoma de A. IIIdll!alls con masa 
molecular en el rango de 20-50 kDa 

RANGO DE MASA PRESENCIA 
PESO GEN MOL. pI DE 
MOL. TEÓRICO PEPTmo 
(kDaJ (kDa) SEÑAL 

20-30 kDa AN5309 2 CUTINASA 22.-11 6,88 SI 
AN75~ 1.2 CUTJNASA 21,03 5,03 SI 
AN7180,2 ClJ11NASA 21.25 5,7R SI 

AN2528,2 UPASA GDSL 24,17 -U-l SI 
AN~573.2 UPASA GDSL 27,22 5,81 SI 
AN606-U UPASA GDSL 2865 5,13 NO 
AN94~2 2 UPASA GDSL 27.70 453 NO 
AN7046 2 LlP BRASIL 21.95 569 SI 

30-40 kDa AN'I!O!I6.:t1ilPASA) 3-1:l8 ~.~S &.1 
AN87&22 FORMYL G H 31.54 (),45 NO 
i\M,'.16,3;STCI 11.:;15 11,9 NO 
ANI1.~i:tLIPASA OríSlí 3-6¡s,1 'Í-;1; sí 

-10-50 kDn AN5777.2 UPASA .1 UA9 4.94 SI 
ANó773.2 LlPASA ~8.74 533 SI 
AN 17992 LIPASA 45.98 -1.98 SI 

AN9287 2 ESTERASA H88 524 SI 
AN2602,2 ESTERASA ~l ,27 9,86 SI 
AN6148,2 ESTERASA HJ6 ),1 SI 
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En la tabla 3 se muesrran las secuencias de proteínas que adicionalmente se encuentran 

dentro de gel10tecas de ADNc, 

Tabla 3- Secuencias de C<lrboxilesterasas reportadas en el genoma de A. IlIdlllans con 
secuencias EST asociadas de las genoteC<ls de ADNc 

MASA PRESENCIA 

GENE EST MOL. pI DE PEPTII)O 
(kDa) SEÑAL 

AN5777,2 LlPASA 3 CONTlGll45 42.49 .),94 SI 

AN5309,1 CUTlNASA CONTIG 1651 22.41 6 SS SI 

En la tabla tres llama la atención el hecho de que las secuencias de expresión encontradas 

para el gen sld muestran en conjunto una proteína con una masa molecular y pl teóricos 

diferentes a los obtenidos para la secuencia slcl reportada por BrowTl el al. (1996) (Tabla 

2). En especial la masa molecular teórica aquí obtenida para la proteína SIC! (34,69) fue 

mayor y se observó una secuencia de 29 aa adicional hacia la región N-tel111inal que no 

corresponden a una secuencia de péptido señal y parece forlllar pane de la enzima, 

2.4. Biosíntesis de tslerigrnalocistina (ST) y al1a.toxinas en el género Aspergilllls 

Las aflatoxinas sOn compuestos naturales producidos por el género Aspergilllls que 

presentan una alta toxicidad A, j!alllls y A, parm;¡liclIs producen las aíllltoxinas tipo B, G I 

Y G2 que se han relacionado con la contaminación de productos agricoJas Algunas especies 

de Aspergillt¡s como A. md/lJans. producen como producto fmal esterigmatocístina (ST), 

que es el penúltimo precursor de aflatoxinas. Otras especies en las que se ha reportado la 

producción de ST como producto final son A. lamam yA. ochraceorosells (Klích el al .. 

2000). La via de biosil1lesis de ST en A. mdulans es muy simílar a la de aflatoxinas en A. 

jlCn>lIS y AparasillclIS (Yabe y Nakajima, 2004). 
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2.4.1 Generalidades de las vías de biosíntesis de ST y al1l1toxinllS en el genero 

AspergiJli 

En todos estos organismos los genes involucrados en la biosintesis de ST o aflatoxinas se 

encuentran agrupados. Al menos se requieren 18 enzimas para la conversión de aceli1 CoA 

h3SLa aflaloxínas. El agrupamíenlO de genes para biosinlesis de aflaloxinas es de 70kb en A. 

flcn'lls y A. porasilinlS (Yabe y Nakajima, 2004). En A. lIidlllons el agrupamiento 

biosintélico está formado por 60 kb, que comprende 25 genes e incluso se ha propuesto una 

vía de biosintesis (Figura 5) (Brown el al., 1996) La función de la rnayoria de los genes de 

la vía de biosintesis aflatoxinas se ha delerminado genética ó bioquirnicamente y s610 

algunos se han donado y caracterizado (Molomura el al., 1999; Yu el al., 2000; 2002, Kato 

el al., 2003). Los genes biosinlélicos y de reb'Ulación para la producción de ST en A. 

lIidJ/lans son homólogos a los de la vía de aflatoxínas, muy pocos han sido estudiados. El 

porcentaje de identidad enlre los genes de biosínt~is de ST y anatoxinas es de 55-75% 

(Shatnagar el al., 2006). En A. parasiliclIS se ha detectado la duplicación parcial del 

agrupamiel1lo de biosintesls de aflaloxillas (Chang y Yu. 2002). 
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2.4.2 Regulación de las VíllS de biosíntesis de ST y analo;(inas 

¡Horco teórico 

Existen varios factores que se han relacionado con la regulación de la vía de biosíntesis de 

ST y a!1atoxinas. La Illayoria de los genes de la vía biosimctica de a!1atoxinas se encuentran 

regulados por la proteína AI1R. la cual es una proteína de unión a ADN que se une a la 

secuencia palindról11ica 5TCGN j CGA-)' en la región promotora de los genes estrucrurales. 

La mnyoría de las regiones promotoras de los genes tienen al menos un sitio de unión de 

AOR a 200 pb antes del inicio de la traducción. Este gen ajlR posiblemente se encuenlra 

aUlorregulado (Bhnll1agar el al .. 2006) Se ha encontrado también una conexión entre la vía 

de biosíntesis de ST o aOatoxinas y el desarrollo del hongo. Existe una cascada de señales 

mediada por proteína G en A. nidlllam que regula la esporulación asexlIal y la producción 

de ST (Calvo el al., 2002), El gen regulador de la transcripción "eA en A. mal/falls y A. 
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pllJ"asificlIS controla también la producciÓIl de micotoxmas y el desarrollo sexual del hongo 

(Kato el al., 2003), Adicionalmente, el gen laeA que codifica para una enzima con una 

similitud de secuencia a metiltransferasas, parece ser Importante para la expresión de ST_ 

Por Olra parte, la localización cromosomal también afecta la expresión de los genes, 

Finalmente, se ha viSIO que factores de Irasncripción globales como los que median la 

regulación por pA, fuente de carbono o nitrógeno, afectan la organización de la cromatina 

cercana al sitio de inicio de la transcripción (Bhatnagar el al .. 2006), 

2.4.3 Esterasas involucradas ellla via de biosinlesis de ST y aflatoxinas 

En A. nidulallS, el gen slcl que codifica para una enzima con pOlellcial de esterasallipasa se 

encuentra dentro de! agrupamiento de la via de biosilltesis de ST La secuencia sin intrones 

tiene el número de acceso al GenBank ni, 2869364 y parece incluir el gen completo_ Este 

gene es homólogo del gen estA ya clonado e identificado den(ro del agrupamiemo de genes 

para la biosíntesis de anatoxín3S en Asperg¡/IJls parosiliclls y de los genes de esterasa 

reportados para A. flal'l/s yA. nOn/il/S (Kurtzlllan el al .. 1987; Yu el al .. J 995; Ehrlich el 

al .. 2004)_ Las reacciones calalizadas por el gen slcJ dentro de la biosíntesis de ST se 

muestran en la figura 6_ 

La actividad de esternsa de la proteína EstA en extractos celulares de A, parasilicl/S ya ha 

sido collfil1l'lada (Anderson y Chung, 1990; Kusumoto y Hsieh, (996) y tambiéll se detectó 

que la ellzima EstA realiza la conversión de versiconal hemiacetal acetato (VHA) a 

versiconal (VAL) Y de versiconol acetato (VOAc) a versiconol (VOH) (Hsieh el al., 1989, 

Chang el aj" 2004,), Se sabe que el VHA es un compuesto clave para elltender la formación 

del anillo de bisfurano de la versicolorina A (VA) durante la biosintesís, Anderson y Chung 

(l990) evaluaron actividad de ulla eSlerasa porcina sobre VHA Sin embargo, no hay 

infol1l'lación de la actividad de esterasas illvolucradas en la biosínresis de ST, ni de su 

especificidad de sustrato_ La expresión de estos genes es compleja y aUIl 110 se ha 

elucidado_ Tampoco se ha reportado el aislamiento y expresión de genes de la biosínlesis de 

ST en A, lIidl//alls La capacidad de estas esterasas para desacetilar VHA y VOAc sugieren 

que estas enzimas tiellen un g.ran potencial de uso biocataJítico importante ya que pudieran 

desace1ilar otros compuestos con una alta enamio o regioselecrividad_ 
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Versiconal hemi.acetal .lee'al0 Versiconol ilcehlto 

2.5 Sistemas de de proteínas heteróloglls 

En los úl1imos años se ha aumentado de farola exponencial la producción de proteínas 

recombi names de j nlerés lerapeú!i ca e j nduslTÍal, de laI forma que ya se ha i nregrado 

totalmente en los procesos de producción de las empresas bíotecnológícas El tipo de 

si stema de ,-"",J, ,-"''''J' se selecciona en función de vanos parametros corno son: 

conocimiento y de tecnicas de manipulación del sistema de 

';> El rendimiento de la producción de la proteína de interés 

j;> En el caso de las enzimas es importante la recuperaCI()Il de la aClÍvidad de la enzima 

recombinante 

» en las modificaciones y !}lc,eC:',ilIICI',nU po~,t-lra(lucCl(mal 

I'I<:eamlento correclo y dela de inlerés 

)- Viabilidad económica 

)- El proceso de 

El uso de bacterias y levaduras como sistemas de exIDH~'Slcm ha sido ampliamente esrudiado, 

en para levaduras. Las levaduras combinan la facilidad de manipulación genética y 

cultivo de ¡;;. coN con la eucalÍota de realizar modiíiC8ciones post-traduccionales 
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sobre las proteinas como las glicosilasiolles, fonnacióll de puentes disulfuro y el 

procesamiento proteoliuco. 

2.5. t Pichía paslOris como sistema de e.\presión 

Pichm pas/oris es una levadura melilotró(ica facultativa que pertenece al grupo de los 

ascomicetos, se reproduce por gemación, la formación de la espora es homotálica y su 

dotación genómíca es haploide, Las principales fuentes de carbono que puede asimilar son 

glucosa, metanol, glicerol y etanol Corno fuente de nitrógeno asimila amonio (Cerenghino 

y Cregg, 2000), 

El interes por esta levadura surgió en 1969, cuando se descubrió la capacidad de esta 

especie de crecer en metanol como única fuente de carbono (Higgins y Cregg, J 998), Se 

utilizó en los años 70 para la produccióll de proteína unicelular (Sep) a partir de metanol y 

en la década de los 80's dejó de ser un proceso viable, por lo que los esfuerros se enfocaron 

a desalTollar un sistema de expresión de productos heterólogos, Se aisló el gen de la alcohol 

oxidasa 1 (AOX 1) Y su promotor, se generaron una serie de vectores, cepas y métodos para 

la manipulación genética de P. pas/aris, Estos avances, en conjunto con los que ya se tenían 

sobre medios de cultivo y operaciones en biolTeactor desalTollados pal1J. la SCP, 

desembocaron en un sistema de expresión con el que se obtienen altos niveles de 

producción de proteínas heterólogas de interés académico e industrial (Cregg el aJ .. (985) 

Este si stema de expresióll se ha convertido en uno de los más uti I izados pa!1! la expresión 

de proteinas heterólogas de eucariotes y es una alternativa eficiente al uso de S. cerewsiae 

por diferentes factores como son: 

./ Es un organismo unicelular de fácil manipulación y cul1ivo, 

./ Se pueden aplicar las técnicas de manipulación genélica de S cereV/sial?, 

./ Se consiguen gr3ndes ni veles de expresión de proteína heteróloga i ntra y 

ext!1!celular en medios si Iltéticos y baratos, 

./ Tiene un promotor fuerte (aoxl) de fácil manipulación, eficienle, inducible por 

metanol y fuertemente reprimido por otras fuentes de carbono como son glucosa y 

glicerol 
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./' Dado que es un microorganismo eucanote es capaz de realizar modificaciones post­

traduccionales de las prOlei Ilas expresadas, 

./' Tiene Ull metabolismo fundamentalmente resplllltorío que facilita el desarrollo de 

cultivos a elevada densidad celular. 

./' No produce hiperglícosilación de proteínas) disminuyendo la respuesta 

inmunogénica de los organismos en donde se han de aplicar . 

./' Dado que es haploide cualquier modificación genética se manifiesta 

genotípicamente en generaciones posteriores, 

../ No excrela prácticamente proteínas nalÍvas extracelulares, facilitalldo la 

recuperación y purificación de la proteína heleróloga, 

../ Es un sislema de expresión rápido, fácil y económico, 

2.5.1,1 Meta bolis mo de metllnol en P. pasloris 

El sistema se basa en la regulación del promotor del gen aox ¡, inducible por metallo!. La 

enzima alcohol oxidasa (AOX) es la responsable de calalizar el pnnler paso de la ruta de 

degradación de metanol a fOrn1aldehido, obteniéndose como subproducto peróxido de 

hidrógeno Este es un cOmponente tóxico para la célula por lo que utiliza catalasas para su 

degradación, Este proceso consume oxígeno, el cual se utiliza como aceptor /inal de 

electrones, Esta reacción se lleva acabo en el interior de los peroxisomas La AOX puede 

llegar a representar hasta el 30% de la proteína tOlal celular soluble, Este hecho es 

importante, ya que la expresión de la proteína heteróloga bajo el promotor aox I puede 

traducirse en una gran producción de la proteína de interés (Cregg el al, 1993). 

En la oxidación completa de metanol en levaduras melilotróflCas se diferencian dos vías 

metabólicas distintas, la vía disimilalOria y la asímilatoria, En la primera, se comienza con 

la salida del fOrn1aldehido del peroxisoma, este compuesto se oxida secuencialmeme hasta 

ácido fónnico y dióxido de carbono, obteniéndose energía en fonna de NADH, Esta ruta 

tiene un papel detoxifi cador del formaldehido (F errer el al., 2001), En la vía asimi I atona, se 

generan ¡Tiosas y ATP a partir del fonnaldehido inicial (Goodman, 1985) 
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2.6 Olros sistemas catalizados por enzimas 

La introducción y/o eliminación adecuada de grupos protectores en la síntesis de 

compuestos orgánicos es una de las trallsfonnaciones si ntéti cas más uti I izadas e 

importantes en química orgánica. Uno de los problemas principales en la síntesis química 

es la necesidad de introducir o remover mol&ulas regioseleclÍvameme, lo cual no se ha 

podido resolver con las herramientas químicas clásicas. En este sentido las enzimas 

represelllan una alternativa muy importante, ya que pueden llevar a cabo transfonnaciones 

con una alta quimio- y regioselectividad (Jaeger el al. 1999, Shanna el al., 2005). Enzimas 

como lipasas y esterasas que puedan actuar en presencia de solventes orgánicos son muy 

importantes en el área de biocatálisis en química orgánica (Bomscheuer, 2002). Estas 

enzimas se pueden utilizar en la modificación sustratos aromáticos y alifáticos 

polihídroxilados. Se hall reportado algunos esrudlos de aplicación de lipasas en 

biotransfomJaciones de fenoles, Ilavonoides y conduritoles. Dentro de estos, los 

flavonoides representan un grupo muy importante por sus propiedades antes descritas y en 

este sentido la regioproteccióll/desprotección de los mismos es muy importante (Kadereit y 

Waldmann, 200 1). Algunos autores han trabajado en el aumento de solubilidad de estos 

compuestos por la via de quimio-enzimática de acetilacióo/desacelilación de f1.avonoides. 

Es decir, se acetila completamente la molécula por la vía química, lo cual aumenta la 

solubilidad en solventes, pero elimina la propiedad antioxidante debido a la acelilación de 

los grupos funcionales. Se realiza enUlIlces la desacelilación selectiva por la vía enzimálica, 

recuperándose la actividad antioxidante cuando la enzima es capaz de desacetilar en la 

posición que le confiere esa propiedad a la molécula En este sentido se ha reportado que 

las lipasas de Calldida aJJlare/¡ea y Mueor miehei han funcionado exitosamente (Lambusta 

el al.. 2003: Ardhaoui el a'-. 2004') En aJgunos estudios se ha visto que los compuestos 

fenólicos acelilados lienen una actividad biológica igual o incluso mayor que la del 

compuesto sin acetilar. También la aplicación de estos compueslOs se encuentra limitada en 

el área de farmacia y alimentos por su baja solubilidad en ambientes Ilidrofóbicos. De ahí 

que la síntesis de compuestos fenólicos lipofílicos (lipofilización) por via químio­

enzimática sea una alternativa importante (Figueroa-Espinoza y Villeneuve, 2005). 

También se ha reportado el uso de las lípasas de FlIsari1lm glohllloslInJ y Aspergilllls 

carnells en la acetilaciónldesacetilación de compuestos polifenólicos intermediarios 
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importantes para la síntesis de compuestos fenólicos bloactivos (Gulao el al., 2001, 

Figueroa-Espinoza y Villeneuve, 2005; Fragopolou el al, 2007) 

2,7. Compuestos bioactivos 

Los compuestos bioaclivos neutralizan acciones nocivas de cienas sustancias en el ser 

humano. Pueden tener propiedades anticancerígenas_ antirumorales, anliinílamatorias y 

amioxidames emre Olras (Carbonneau el al, 1998; Silva el al" 2000), Se encuemran 

¡¡mpliamellle distribuidos en frutas, verduras, cereales integrales. leguminosas y leche. 

Dentro de I as sustancias qui micas que ejercen esta acti vidad se encuentran los compuestos 

fenÓlicos. triterpenos y flavonoides (Andlahuer y Furst. 2002) 

2.7.1 Ácidos hidroxicinámicos 

Son compuestos fenólicos COI) un anillo aromático que contiene UIlO o más grupos 

hidroxilo, que le confieren una propiedad antioxídallle natural. Los más importantes son 

ácido sinápico, ácido cafeico, ácido cumárico y ácido rerúlico, Normalmente se encuentran 

esterifícados a azúcar o ácidos orgánicos. El ácido p-cumárico (3-fenil-(4-hidroxi)-2-

propenoico) se encuentra principalmente en frutas (man.zana. ciruela. uva y arándano) y 

vegetales (tomate, brócoli. zanahoria y espinaca) Le confiere a los alimentos propiedades 

como estabilidad. color y fragancia (Maldonado el al., 1998). El ácido ferúlico (3-fenil-(4-

hidroxi-3-metoxi)-2-propenoico) está en mayor cantidad en la cascarilla de maíz, en granos 

de trigo, cebada, sorgo y avena. Se encuentra en vinos, café y cerveza. dOllde influye ell el 

sabor, Se utiliza ell alimentos como mhibidor de sabores amargos, precursor de vaillillina, 

en perfumeria y cremas que protegell COlllra rayos UV, tiene propiedades antitumoraJes y 

anticanccrígenas (Silva el al., 2000), 

2.7.2 Triterpenos 

Se encuentran en productos de soya y granos. Dentro de sus aClividades biológicas están' 

prevención de cáncer de pulmones, glándulas mamarias. colón. estómago y próstata, 

propiedad IIllti-VIH. anlibacterianos y auxiliar en tratamiento de aleroesclerosis Ejemplo 

de estos compuestos son la p-Al1lirina y el colesterol. La (l-Arnirina es uno de los 

triterpenos más comunes e importantes, Los estudios de actividad biológica revelan 
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propiedades anti-inflamatorias y antioxidantes. Este compuesto evita la pero .... idación de 

lipidos y el daño a membranas en el sistema biológico, que causan innamaciones así como 

el cáncer (Takahashi 1'1 al .. 1999). El colesterol es un componente muy importante en las 

membranas plasmillicas de animales y es un pre<:;ursor de vitamina O y hormonas sexuales. 

2.7.3 FrfH'onoídes 

Los navonoides son una clase de compuestos fenólicos y se encuentran en casi todas las 

plantas. Muchos estudios han reportado que presentan actividades biológicas como: 

antioxidantes. an ticancerigcnos y antimicrobianos. En SIl mayoría los beneficios de los 

navonoides son atribuidos a su capacidad de inhibir la peroxidación de los lipidos y a sus 

propiedades quelantes (Mellou 1'1 al .. 2(05 ). 

2,7,4 Acido kójico 

A·vxrgi//lIs. AClI'obacll'r y Pl'lIicill"I/I producen el ácido kójico, el cual es un antibiótico. Se 

ha encontrado en diversas fermentaciones comestibles y en bebidas orientales (frijol de 

soya, sake y jugo de soya). Se emplea comunmente en la industria alimenticia como aditivo 

para prevenir el oscurecimiento enzimalico y en cosm~icos, ya que posee efectos en el 

blanqueamiento de la piel y filtración de rayos UV (Synytsya 1'1 (11., 2(07). 
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Justificación 

3. JUSTWICACION 

El presente trabajo se desarrolló con el fin de caracterizar molecular y bioquímicamente la 

esterasa Stc!, la cual está involucrada en la vía de biosíntesis de esterigmatocistina (ST) que 

es un precursor de anatoxinas. Se profundizó en e! estudio de la expresión de la enzima, 

debido a que ya existe una secuencia reponada que codifica para una proteína de ) 1 kDa, 

que difiere de las secuencias obtenidas en bases de datos de secuencias de expresión. Se 

encontró una región N-Ierminal adicional no reportada que tamblen pertenece a la enzima y 

se decidió estudiar también el papel que desempeña esa región en las propiedades 

catalíticas de la enzima por lo que se clonó y expresó tanto el gen SIc! completo (Nstc/) 

como su versión truncada ya reportada (sIc/) en p¡c!U(I ¡XlSloris. 

El análisis ill siJico del genoma de A. lIidllJalls mostró la presencia de varias lipasas y 

esterasas. Sin embargo, consideramos que tanto bioqUlmica como fisiológicamente, la 

esteras a Stc! es un modelo interesante a estudiar que aun no ha sido evalllado. Además, 

desde un pUnlO de vista biocalalitico, esta enzima es importante dado que se encuentra 

involucrada naturalmenle en la biosinlesis de moléculas cíclicas y puede por tanto 

utilizarse en reacciones de biocatalisis de importancia industrial. 

También es muy importaJlle contar con nuevas enzimas que puedan calalizar reacciones 

con una alta quimio y regioselectividad. Se e)(ploró por lo lamo el uso de esta enzima en 

reacciones de desacelilación de compuestos fenólicos bioaclivos, los cuales tienen una gran 

importancia en el área de alimentos y farmacia. 
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4. HIPOTESIS 

>- Sí el dominio de 29 aminoácidos hacia el extremo N-terminal de la esterasa StcI es 

parte de la proteína madura, enlonces será posible ídemíric;ar su nr",.",,,,r .. en el 

transcrito y en la proteína expresada_ 

'y Si el dominio de 29 aminoácidos hacía el exlremo N-temlinal de la eSlerasa StcI 

influye en sus propiedades bioquimicas, entonces la estabílídad de la enzima. su 

re~[IO;¡eI4ecIiIV4.ja<l serán direreflles en la proteína de sustrato ó la 

COlnplela (Nslcl) con respeclo a la truncada 
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5. O llJ ETIVOS GENE RALES: 

• CaracteriUlr molecularmente la esterasa Stcl de A.'1Jergillll.~ JJidlll(lIl.~. 

• Determinar la función de la región N· terminal de la esterasa Stcl en sus 

propi edades enzimaticas. 

• Establecer el uso potencial de la enzima en biocatálisis. 

5.1 OBJETIVOS PARTICU LARES: 

• Estudiar los patrones de e.-.: presibn de la Stc1 bajo diferentes condiciones de 

cultivo de AS¡Jergilllls lIiJllkms. 

• Clonar y expresar el ADNc completo de liS/el y su versión truncada en "ichia 

Ixworis. 

• CaracteriUlr bioquímicamente las enzimas recombinantes. 

• Establecer la función de la región N-terminal adicional en las propiedades 

catalítícas de la enzima. 

• Evaluar el uso en biocatálisis de las enzimas recombi nantes en la desacetilación 

de compuestos fen ólicos bioactivos. 
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6. MATERIAL Y METODOLOGÍA 

6.1 M icroorganism os em pitados 

El microorganismo utilizado fue Aspergilfus /IIdukms PW 1, cepa auxótrofa por argínina 

proporcionado por el Dr Jesús Aguirre, del Ins!irulO de Fisiología Celular, UNAM_ Las 

esporas de A. llid/lfallS se cosecharon de placas con medí o míni mo (Kafer, 1977), Se 

colectaron en soluciólI al 0_1 % de NaCI y se conservaron a 4°C en silica gel (Kawasaki el 

al .. 1995) 

Para la clollación y expresión en Eschencllla coli se utilizaron las cepas: E. coJi DH5a (F 

D80dlacZDlvl156 (laclY A-argF) U169 elidA 1 recA I hsdR 17 (rK- m¡.;-'-) deoR 1111-1 

sllpE44 h-gyrA96 reJAl) y E col! BL21 (DEJ) (F ompT hsdSB (rB- nls-j gol dcm (DEJ)). 

Se utilizó el vector pET 20b (+) (Novagen), 

Para la clonación y expresión en Pic/¡ia pasloris se utilizó la cepa silvestre P. pasloris X-33 

y el vector pP1CZaB (lnvitrogen), 

6.2 Medios y condiciones de cultivo 

A. nidlllam- se creció en medio mínimo y optimizado como controles de no induoción de ST 

como ya se ha descrito previamente (Kafer, 1977; Peña-Molltes el al., 2008) En 

condiciones de inducción para ST, A_ nidllJons se creció en medio con avena, medio VES y 

en medio con jarabe de maíz de la misma fonna en que fueron descritos por Keller el al. 

(1994), Keller el al. (1997) y Kelkar el aJ. (1997), respectivamente, 

E. coli se creció a 37C
( en medio Luria-Bertani (LB) (1 % extracto de levadura, 0_5% 

Bacto-triptona y 1% NaCl) y LB bajo en sales (con 0_5% de NaCI) Para selección de 

clonas recombinantes, a las placas con LB ó LB bajo en sales se les adicionó 100 J.lg 

ampicililla/ml ó 25 J.lg zeocina/ml, respectivamente. 

P. pasllms se creció en medio "Veasl Extracl Peplone Dextrose" (YPD) que contiene 1% 

(P/v) extracto de levadura, 2% (p/v) peptona y 2% (P/v) dexrrosa_ Para la selección de 
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clonas recombinantes, a las placas con VPD se les adicionó 1 M sorbitol y lOO [lgJml 

zeocina, constituyendo el medio "Yeas! Extract Peptol1e Dexirose Sorbitol" (medio VPDS). 

Las clonas que secretaron la enzima extracelularmente se seleccionaron en medio VPD con 

0.5% (p/v) de dextrosa, l% (v/v) tributirina y lOO)1g Iml zeocina, constituyendo el medio 

"Yeas! Extrac! PeplOne Dextrose Triburyrin" (VPDT), La inducción se manruvo 

adicionando 200 pJ de melanol cada 24 horas (11). Las clonas positivas que generaron halos 

se crecieron durante 24 h en medio líquido "Bulfered Glycerol Complex Medium" 

(BMGY), el cual contiene J% (P/v) extracto de levadura, 2% (p/v) peptona, 100 mM de 

fosfato de potasio. 1.34% (p/v) bases Ilitrogenadas sin aminoácidos, 4x 10'\ % (p/v) biotina 

y 1% (v/v) glicerol COIl pH ajustado a 6. Para la inducción, las células crecidas en BMGY 

se centrifugaron (3000 x g. 10 minutos (min») y resuspendierOIl en medio "Buffered 

Methanol Complex Medium" (BMMY). el cual contiene medio BMGY COIl O 5% (v/v) de 

metanol en lugar de glicerol, 

6.3 Producción de anticuerpos ami-SleI 

Los anticuerpos se generaron en conejos, wilizalldo como antígeno UI1 péptido sintético 

diseilado por Sigma-Genosys (The Woodlands. TX). Dos collejos "New Zealand White", se 

inyectaron subcutáneamente con 200 )1g de péptido conjugado a KLH en adyuvante 

"Complete Freund's" (CFA) en la primera inmuniZ.!!ción. Para las inmunizaciones 

posteriores se utilizó adyuvante "Incomplele Freund's" (rF A) en una proporción 1'1 (v/v). 

Después de 14,28,42, 56 Y 70 días, se inyectó a los conejos con 200 flg de péptido en lFA, 

Se colectó suero en las siguientes etapas: preinmunización, 49 y 63 días y se evaluó la 

especificidad por inmunO!inálisis, Finalmente después de 77 dias de inmunización, se 

desallgraron los conejos y se colectó el suero, 

6.4 Acondicionamiento de los e:l.tractos celulares de A. níduJans para inmunoamllisis 

Para la inmunodetección de la proteína SIc! en los extractos celulares del micelio de A. 

lIidl/laJls crecido en condiciones inducidas y no-inducidas para ST, se prepararon las 

muestras de la siguiente manera, el micelio en el caso de medios liquidos, se colectó por 

filiración, se lavó con el amortiguador B (10% glicerol. 25 mM DTT, 0.3 M NaC!. 50 mM 

amorti!,'Uador de fosfatos pH 7,5, una tableta de inhibidor de prOleasas para 50ml 
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"wmplete" (ROCHE)) y se pulverizó hasta obtener un polvo lino en monero con nitrógeno 

líquido, En el caso de medio sólido (avella y avena con A. mdllfal/S) , se pesarOIl 20 g de 

muestra, se adicionaron 2 mi del amoniguador B y se pulverizaron de la forma descrita, 

Posteriormente, se resuspendieron 10 g de muestra pulverizada en 100 mi de amoniguador 

B y se agitaron toda la noche a 170 rpm, 4°c' Posteriormente se cenllifugó a 8000 rpm, 

durante 20 min, 4°c' El sobrenadante se colectó y se concentró 1: lO por ultraliltración con 

una membrana con lími te de excl usión de 10 kDa, Fi nal mente las muestras con la 

concentración de proteílla deseada se precipitaron con ácido tridoro acético (TeA) y se 

resuspendieron en el amOf1Íb'Uador de carga Posteriormente se analizaron por 

illmUlloalláJisis ("Westem blo!'') 

6.5 1Illlllmo!lllál isis 

Después de 77 dias de inmunización, el anti suero se probó con la dilución 1 :40,000, Para la 

transferencia de proteínas a membrana de polivinilidenofluoluro (PVDF), los extractos 

celulares de A. nidllJol/S con una concentración de proteína de 30 )lg se resuspendieron en 

amoni guador de carga para condi ciones desnatural izantes con dodeci I sul falO sódico (SDS) 

y 100 mmolfL ditiolTeitol (DTT) y se calentaron de 800 e a ¡OOOe durante 5 min. Las 

proteinas se separaron en geles de poliacrilamida con dodecilsulfato sódiw (SDS-PAGE) al 

12% y se transfirieron a una membrana de PVDF (Immobilon P, PerkinElmer) de acuerdo a 

las técnicas descritas por el proveedor y se utilizó el equipo de transferencia semiseco 

"Trans-blot Semy-DI)' electrophoretic transfer cell" (Bio-Radl, Se utilizarOIl marcadores 

preteñidos de bajo peso molecular (Bio-Rad), Después de la transferencia la membrana se 

sumergió en amoníguador de fosfatos salino (PBS) durante 5 min, posteriormente se 

transfirió a la solución bloqUe<ldora (amortiguador PBS con 0,1% Tween 20 y 5% leche 

"Ski m Milk") y se incubó toda la noche a 4°C, La membrana se incubó después con el 

antisuero (anlÍ-Stc!) a la dilución dese<lda en solución bloqueadora por 3 h (temperatura 

ambieme), Se lavó posteriormente tres veces con PBS con O 1% de Tween 20 duran\e 15 

min y se incubó con el anticuerpo secundario "goal anlÍ-rabbit [gG" con fosfalasa alcalina 

(Bio-Rad) diluido 1: 10,000 en solución bloqUe<ldora durante 2 h a temperatura ambiente, 

Finalmellte la membrana se lavó 2 veces Wll PBS con 0,1 % de Tween 20 durante 15 min y 

se reveló la actividad de la fosfatasa alcalina a pH 9,5 con nitroazul de tetrazolio y 5-
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brom0-4-cloro-3-indolil fosfato hasta observar bandas color púrpura. La actividad se 

detuvo sumergiendo la membrana en SO mM de ácido eilleno diamino terlrasódico 

(EDTA)_ 

6.6 Determinación de la concentración de proteína 

Se determinó con la técnica de Bradford (Bio-Rad) de acuerdo al protocolo descriw por el 

proveedor y se utilizó albúmina sérica bovina (BSA) como estándar, 

6.7 Electroforesis de proteínas 

Se prepararon geles de poliacrilamida SDS-PAGE y nativos al 12 % por el método de 

Laemmli (1970)_ Se utilizaron estimdares de bajo peso molecular (Bio-Rad)_ 

6.8 Ensayo de actividad em;ímálica 

Se detenninó por dos técnicas: (i) La actividad de esterasa se midió a J7°C. pH 7,5. a 410 

nm con acetato de p-nitrofenilo (pNPA) (lO mM en dimetil sulfóxido (DMSO», se utilizó 

un coefíciente de extinción molar de 14,500 I mor l cm- I (410 nm, pH 75, 50 mM 

amortiguador de fosfato de sodio)_ Ulla unidad de enzima (U) se definió como la actividad 

que libera I [lmol de sustrato por minuto (Sugihara y Tani, 1991) y (ii) Actividad de 

eSlerasa con a.-naftil acetato (a-NA) en microplacas como lo describen Kakariari el al. 

(2000) 

6.9 Zimogramas para detección de actividad de esterasa 

Después de la electroforesis, el gel SDS-PAGE o Ilativo se lavó por inmersión en agua 

destilada 5 min y posteriormente en amoniguador de fosfatos 0,1 M, pH 7,5 por 30 mio a 

temperatura ambiente con agitación conSlanle, En el caso de los geles SDS-PAGE, se 

realizó un tercer lavado en las mismas condiciones, pero adicionando 5% Trilon X-lOO al 

amorti guador de fosfatos y se dejó en esta solución durante 30 min Posteriormente, el gel 

se sumergió en amortiguador de fosfatos con 05% Trilon X-lOO por 6 h Y se enjuagó 15 

min con amortiguador de fosfatos 
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Para revelar la actividad de la enzima "IIJ si/u" en gel, ya sea nativo o SDS-PAGE, se 

incubó a temperatura ambiente con la solución A (3 mM a-naí'til acetato, 10% (v/v) acetona 

en 100 mM de amortiguador de fosfatos, pH 7 S) que contiene el sustralO por 10 min y S 

min con la solución B (l mM "Fast Red TR", O. 1% (v/v) TrilOn X-lOO en 100 mM de 

amoniguador de fosfatos, pH 75). La actividad de eSlerasa se detectó por la aparición de 

bandas de color marrón Una vez observadas, el gel se transfirió a agua destilada. 

6.10 Bioinformátka 

La secuencia del gen slcJ se obtuvo del GenBallkf:\1 y se realizó Ulla büsqueda de 

secuencias homólogas al gen s/cl (BLAST) en la base de da lOS del genoma de A. nidllJallS 

en el "Whitehead lnstítute" (Galagan el al., 2005). Tambiéll se identificaron secuencias de 

expresión (EST's) para el gen s/cl realizando una búsqueda de secuencias dentro de la base 

de dalos de secuencias de ADNc de A. nidllkms (Roe el al., 200J). Adiclollahnente se 

identificaron secuencias homólogas a SIc! en las bases de datos: GenBankThI
, LED (The 

Lipase Engineering database") y ES11-rER (fl5cher y Plelss. 2003; Holelier eL al., 2004). 

Las secuencias se analizaron con los siguientes programas' DNA strider (Douglas, 1994), 

ClustalW (Larkin el al . 2007), BioEdit Version 7.07 (Hall, 2007), Genefinder (De Caprio 

el al., 2007), Genescan (Surge y Karlin, 1998) y Expasy Translate Tool (Gasteiger el al, 

2003). La predicción de secuencia sena] se realizó con el progTilma Signal P v 3 (Bendtsen 

el al , 2004). 

Los modelos estructurales se obtuvierOIl con los programas: ESyPred3D (Lamben el al., 

2002) y se verificaron con el programa "WHAT IF" (Vrielld, 1990). La selección de 

estructuras molde se llevó a cabo utilizando el metodo de reconocimiento de plegamiento e 

idemificación de homólogos distames (mGen THREADER) (McGuffin y Jones) 2003) 

Este método utiliza un alineamiento de perfil-perfil y estructura secundaria predicha con el 

programa PSIPRED (Jones. (999). Esto aumema la sensibilidad y la precisión de los 

alineamientos presentados. De acuerdo a este programa, los homólogos mas cercanos a la 

proteina NSlcl son: una eslerasa de heroina de RJlOdococclIs sp (19 % de identidad en la 

secuencia de aa) (Zhu el al, 2003) Y una esterasa termotilica de AJicyclobacillllS 

aód(xaldarills (30% de identidad en la secuencia de aa) (De Sirnone el al., 2000, 2004). 
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Ambas esuucruras cristalográficas se utilizaron como molde para el modelado por 

homología de las proteínas Nstcl y StcL Los códigos de acceso a la base de datos PDB 

("Protein Data Bank") para las proteínas molde son, I LZL (esterasa de heroína) y 1 QZ3 

(esterasa lermofílica). 

Para el análisis fílogenético, las secuencias de aminoácidos se alinearon con el programa 

CJustalW y en base al alineamiento se construyó el árbol fílogenético por el método 

"neighbor-joining" (SailOu y Nei, 1987), Se verificó por" 1,000 bOO1strap replicates". El 

análisis filogenético se realizó con el programa 'MEGA version 3 (Kumar el (11,,2004). Los 

números de acceso en el GenS allk™ de las secuenci as de eslerasas usadas son: 

Aspcrglilll,' nomllls (AAS90054) 

AsperglilJ/s orvzne (BAE7132 I ) 

Aspergliluo JIIger (Xl' _ 001394825) 

Aspergillus jlavU$ (AAO 179~ 1) 

A,'pergllllls c/al'nlUS (Xl' _001273 7J 1) 

O/enmonas sngore/lell>B (BAA82510) 

Sulf%bu$ solfouJrlc/J$ (Nl' _)43858) 

lJurkholderw sp. (YP _J664<;6) 

PselldOJ)lf>J1n.< jlUf>NSNIJ.< (VP _ 3~8594) 

Coryllcbnclerlllmjeíkeium (YP _250326) 

{jiMerella Ufie (Xl' _389288) 

A,<pngillu.<jlavus (AA$90006) 

¡lsjX'rglllus pfirasillcus (AAN76353) 

fhjX'rglll/J' JUJlIIgOlus (Xl' _ 749730) 

A,pcrgillus nidulall; (AN5565 2) 

Pen;cllIJllm CVCIOPIUIII (AAF82375) 

AIYCIc/obactlllls oCldocaldar/U; (IEV~A) 

Sulfolobus solfa/arleu> (NP _3438(2) 

l'seudomonas aerugmosa (YP _001348220) 

Fronku.l Sp (YP _00 1507 ~69) 

Sphíngopyxls o/mkensis (YP _61(595) 

klornrefla ,<p. (PU--IlU) 

6.11 Aislamiento de ARNm y RT-PCR 

Se colectó por fillración el micelio de A. mdl//(llIs crecido en condiciones de no inducción 

(medio mínimo y optimizado) por 24 h Y de inducción (medio YES, jarabe de maíz y 

avena), También se ulilizó como cOnlrol negativo la avena sin A. /IIdnkms incubada en las 

mismas condiciones El micelio se lavó con el amortiguador A (10 mM EDT A, O I M 

NaCL 40 mM Tris-HCl pH 8.0) Y se pulverizó en un mortero hasta obtener un polvo fino en 

prese11cia de nitrógeno líquido. Se aisló el 10lal con el kit "RNeasy Planl Mini Kit" (Qiagen, 

Valencia, CA) y se purificó el ARNm con el kit "PolyATrack ARNm isolation system" 

(Promega, Madison, WI) de acuerdo con las instrucciones del proveedor Se sintetizó 

ADNc con el kit "cDNA cycle" (lnvílrogen) y se usó como templado para las reacciones de 

PCR. Adicionalmenle se utilizó una genoleca de ADNc de A. lIidulom en A-ZAPIl 
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construida por R. Aramayo y comprada en el "Fungal Genetics Stock Center', Kallsas Ci¡y, 

Kans. Se aIsló el ADN del fago de acuerdo a los protocolos descntos en el manual para la 

construcción de genotecas de ADNc en AZAP. Para los ensayos de RT-PCR se utilizó la 

enzima Hotstar Taq ADN polimerasa (Qiagen) y los siguientes olígonl.lcleólidos: Forward­

J,IISlcJ-F: 5' CCT CTG CAG CAG ATT CCA AGC TAT CAG AGC CAT G 3'; Forward-

2, slc/-F, 5' -CCT CTG CAG CAC AGG GAT GGA AGA CGA T AG-J' Y Reverse SlcJ-R, 

5'- TGA GCG GCC GCT TAC TCA CAA ACC CAG C J' La amplificación por PCR se 

realizó de la siguiente manera' J ciclo (956 C por 8 min), 30 ciclos (95"C por I min, 50-

60°C por 40 seg y 72°C por I 5 min) y un paso final de extensión (10 min a 72"C) 

6.12 Expresión de stcl en E. coli 

6.12.1 COllstrucción del plásmido pETstcJ 

El gen slcJ se amplificó como se describió en la sección anterior a pal1ir de la genOleca de 

ADNc cons!ruída por R. Aramayo. Los oligonucle6lidos usados son: Forward slcl-Fl, 5'­

CCT GA T A TC CAG GGA TGG AAG AGC ATA G -J' Y reverse slcJ-R 1, 5' - TGA CTC 

GAG TI A eTC ACA AAC CCA GC -3', introduciendo los sitios de corte para las enzimas 

de restricción Eco R V en el e},:tremo S' y Xho I en el extremo)' Los fragmentos de PCR se 

digirieron con Eco RV y Xho 1 y se insertaron en los sitios respectivos del vector pET 20b 

(+) generando el vector pETsld. 

Se utilizaron las técnicas de ADN recombinante descritas por Sambrook el al. (1989) 

6.12.2 Expresión en E. coN 

Se transformaron células competentes de E coJi BL2 J (DEJ) con el vector pETslcJ por 

electroporación en el electroporador "Gene Pulser 11" (Bio-Rad) de acuerdo al protocolo 

descrito por el proveedor en el boletín 3112-7 con un pulso con voltaje de 2.5 kV, 

capacitancia de 2S IlF y resistencia de 200 n Las clonas recombinantes se crecieron a 37°C 

en 500 mi medio LB hasta alcanzar la fase exponencial (ODóIlo=O.4--0 8) La expresión de 

la proteína se indlljo coo la adición de IPTG (con una concentración final de 0.05 mM). 

Después de 3 h de illduccióll a 4, 2S ó )7°C, se colectaron las células por centrifugación 

(8,000 )( g. 15 min) y se lavaron con amortiguador de fosfato de potasio 50 mM, pH 7,5 a 
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4°(, Posteriormente se resuspendió el bolón celular en solución de lisis (amortiguador de 

fosfato de potasio 50 mM pH 75, 1 mM EDT A, 0,3 M NaCl, 10% (v/v) glicerol, 0,5 mglml 

lisozima. 0,03 mglml ADNasa y O 5 mM DTT) y se incubó 20 min a 30°C Los extractos 

celulares de E. coli se sonicaron a 4"C [:3 veces por 2 min, potencia 4 y 5, 50% "OUlpUI", 

Branson Sonifler 250 (Bramon) Dielzenbach, Germany)]. 

6.12.3 Aislamiento de las fracciones periplásmica, citoplasmática soluble e insoluble. 

Se realizaron de acuerdo a las técnicas descritas en el manual del "pET system" (Novagell), 

Para eXlracóón de la fracción del perisplasma se evaluó además la metodología de Sroga y 

Dordick, (2002) Se realizó la inducción a 25 y 37°C, las células se centrifugaron (8,000 x 

g, 15 min) y se resuspendieron en la solución osmótica 1 (20mM Tris pH8, 2 5mM EDTA, 

2mM (a(1 2, 20% sacarosa ajustando una D060101m de 5. Se incubaron 10 min en hielo y se 

centrirugaron a 4"( en las mismas condiciones, Posteriormente se resuspendieron en el 

mismo volumen de la solución osmótica 11 (20 mM Tris pH 8, 2,5 nlM EDT A, 2 rnJ,.'J 

(aCI2), Se incubaron 20 min en hielo y se cenllifugaron en las mismas condiciones, 

6.12,4 Aislamiento de cuerpos de inclusión y replegamiellto de la enzima 

Se realizó de acuerdo a las técnicas descritas por Vuillard el al. (1998) Brevemente, para la 

solubili:zación de Jos cuerpos de inclusión se resuspendió el botón celular de 500 mi de 

culli vo en medi o LB, en el amoni!:,'llador A (50 mM ácido 4-(2-hidroxi eail )-1-

piperacillaetanesulfónico (HEPES)-NaOH pH 7.5, 0,5 Ivl NaCl, 1 mM l1uoruro de fenil­

metilsulfonilo (PMSF), 5 mM DTT y 0,35 mglml Iisozima) y se incubó durante 30 min a 

20°(, Posteriormente se adicionó Trilon X-lOO con una concentración final de 1% (v/v) y 

se sonico en frío por 30 seg, El extracto se trato con ADNasa I (20 mgIL) por I h a 37°C, 

Los cuerpos de inclusión se sedimenraron por centrifugación a 30,000 g durante 30 min a 

4°C, El botón se lavó 2 veces con PBS con 1 % triwn X-lOO (v/v) y se centrifugó a 30,000 g 

durante 30 min 11 4°C después de cada lavado, El botón que contiene los cuerpos de 

ioclusión se solubi]izó con 2 mi de amoniguador B (50 mM HEPES-NaOH pH7,5, 6 M 

b'l.Ianidina HCI, 25 mM DTT) y se incubo I h a 4°C. Finalmente, el material insoluble se 

removió por centrifugación a 100,000 g durante 10 min Se detelTllinó la concentración de 

proteina y se ajustó a I mglml con amortiguador B para el replegamiento, 

37 



MOlerla/ y .Helod%gio 

Para el replegamiento, la solución de proteílla aJllerior se diluyó 1: I O rápidamente en 

amorti[,'1Jador e pre-enfriado {50 mM HEPES pH 7 5, 0.2 M NaC!, 1 mM DTT, 1 M "non 

detergent sulfobetaine" (NDSB256 o l\'DSB201), La concenlración final no excedió de 

0,05 a O, I mglml. Se dejó COIl agitación (100 rpm) durante 1 h a 4°C. Finalmente, se 

eliminó la guanidína y NDSB por diálisis con amortiguador de fosfaws 50 mM, pH 7,5 

también se wi 1 i zó la técni ca descri la por Rudol ph y Li 1 i e, (J 996), 

6.13 Clonac íóo y Ex presión de sic! y Ilsfcl en Pichio pl'IS/oris. 

6.13.1 COllstrucción de los vectOres pPICslcl y pPICnSlcJ 

Para la clonación de lIslcl en el vector pP1CZaB, se introdujeron al al1lplicon por RT-PCR 

los sitios de corte para las enzimas de restricción Psi I y NOI 1. El vector se encuentra bajo 

el control tral1scripciol1al del promotor de la alcohol oxidasa (AOXI) y contielle una 

secuencia codificadora para una señal de secreción del faclOr iJ. de S. cerel'isw(! que facilita 

la recuperación de la enzima heleróloga Aunque el sistema permite la adición de una cola 

de hislidinas en la región e-terminal, se decidió 110 incorporarla a la proteína para evitar 

mas modificaciones de la misma 

Considerando la presencia de un ¡ntrón dentro de la secuencia genómica del gen nSlcJ, 

existían dos posibilidades para el aislamiento del mismo: utilizar la genoteca de ADNc 

construida por el Dr Al1'Imayo Ó partir de ADNc obtenido del aislamiento de ARNm Se 

lItilizó elllln primer intento la genoteCll de ADNc, partiendo del hecho de que se reportaban 

dos secuencias EST para la Stc! ell ecsta genoteca, El gen IJSleI complelo se amplíficó del 

ADNc con los cebadores JlsleI-F y slc/-R a los cuales se les añadieron los sitios de 

restricción para PSI 1 Y Nol 1 respeclÍvamenle, con el objelo de facilitar su posterior 

clonación en el vector pPICZc<, Para la extracción y purificación del ARN se utilizó el kil 

RNAeasy (Qiagen) con algunas modificaciones en el tratamiento previo a la extracción de 

la muestra Se verificó la concentración del ARN con el equipo Nanodrop, obteniéndose 

W18 concentración de 509,7 nglj.lL Se realizó la síntesis de ADNc con el kil cDNA síntesis 

(Invitrogen) según las recomendaciones del proveedor con dos ciclos de síntesis. La 
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concentración de ADNc obtenida fue de 3280_8 ng/fll. El ADNc se utilizó como templado 

para los siguientes ensayos de PCR con los cebadores previamente descritos. Los 

fragmentos de PCR se digirieron COI) las enzimas PSI 1 Y Noll y se il1senarOI1 en los silios 

respectivos del vector pPICZO'_B generando el vector pPICnslcI. 

La versión truncada del gen SIc! (sin los 29 aa en la región N-Ienninal) se clonó utilizando 

los mismos sitios de restricción_ Se realizó un PCR con los oligol1uc1cótidos slc/-F y slc/-R_ 

Se utilizó la polimerasa Pfu (FennenU!s)_ 

El proouclo nslclf -stclR ó stclF-slclR para la clonación en el vector de expresiól1 pP1CZ¡¡;B 

se puri fi có empleando un gel preparativo de agarosa al 1 % Y posteriomlente se puri licó 

empleando el kil Q/Aquick (Quiagene) para purificación de ADN a partir de bandas en 

agarosa. Posterionnente el producto se digirió con las enzimas Psi 1 y NOI 1 en 

amoníguador naranja de acuerdo al código del proveedor (Fennentas) en el que ambas 

enzimas tienen el 100''/0 de actividad Lo mismo se hizo con el vector. Ambos produclOs de 

digestión se purificaron nuevamente a partir de un gel de agarosa usando el kil Q/Aljllick. 

Se realizo la ligación del fragmento correspondiellle al gen mIel con el veClor pP1CZa 

ambos previamente digeridos_ Se utilizó ADN ligasa de T4 (Fermentas) con su 

amor1ib'l.lador que contiene I mM de A TP, La ligación se realizo durante toda la noche a 16 

oC y el producto de ligación (2 )JI) se ulilizó para Iransfonnar células competentes de E. 

coli DH5a, que seplaquearon en medio LB con zeocina (25 )Jglml), Se purificó el plasmido 

pPICIIstel de una de las clonas recombin1!l1\es de E (Oh, se linearizó con la enzima Pme I y 

se utilizó para tfansfonnar células de p, paSlons X-33 por el ectroporaclón , 

6.13.2 Clonación en E colí 

Se transformaron células competentes de DH5a por elcctroporación con los vectores 

pPICslc1 y pPICnstc1 en el equipo de electroporación "Gene Pulser ll" (Bio-Rad) con un 

pulso con voltaje de 2_5 kV, capacitancia de 25 flF Y resistencia de 200 n de acuerdo al 

protocolo descrito por el proveedor en el boletin 3112-7 Las donas recombinantes se 

crecieron a ]7°C en 50 ml de medio LB para la extracción de plásmidos con el kit "Plasmíd 
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mldi" (Qiagen), 

6.13.3 Expresión de los genes sIc! y ns/e/ en P. pastoris 

El prolOcolo detallado y medios de cultivo se describen en el manual "Easyselecl Pu.:h/CJ 

expression kit", versión G de P. pas/ons (Invilrogenl. Brevemente, las células competen les 

de P. pasloris X-33 se transformaron por electToporación en el equipo de elocrroporación 

"Gene Pulser 11" (Bio-Rad) con un pulso con voltaje de 1,5 kV, capacitancia de 25 flF Y 

resi stellcia de 400 Q de aCl.lerdo al protocolo descrito por el proveedor en el bolelí n 3 1 12-

205 COIl los vectores pPlCslcl y pPICIISfcJ. Todas las incubaciones se realizaron a 30°C. 

Las clonas recombinantes se seleccionaron en medio VPDS, descrito en la secGÍóll 62 y se 

seleccionaron posterionnente las clonas productoras de halo (positivas) en medio VPDT, en 

el cual se sustituyó el sorbítol por 1% (v/v) de Iribu1Írina, Las transformantes positivas se 

crecieron en n1edio liquido BMGY hasta alcal17..ar una OD600 = 2-6, se cenlfifugaron (4,000 

x g, 10 min) y el botón celular se Iransflrió al medio BMJ>..1Y para inducir la expresióll de la 

proteína. Se adicionó metanol (0.5% v/v) cada 24 h para la inducción, Los ex(rac(os 

inducidos se cenlrifugaron (4,000 x g, 10 min) y se colectó el sobrenadanle. 

6.14 VlIlidación de 11I especificidlld de lInticuerpos con llls enzimas recombinantes 

La especificidad de anticuerpos se evaluó por inmunoamílisis Se corroboró que el suero 

preinmune no presentara anligenicidad con diluciones 1:500, l' 1000 Y 1:5000 El anlÍsuero 

después de 49, 63 Y 77 días de inmunización se probó con las siguientes diluciones 1,1000, 

1,5000, 1,10,000, 1,30,000 Y 1 :40,000, Para la transferencia de proteínas a membrana de 

PVDF, los extractos crudos COIl diferellles concentracion~ de proteína (65, 30, 20, 10 Y 0.5 

!lg) de P. paslons silvestre y recombinanle (con NSlcl y Stcl) se precipitaron con TeA de 

acuerdo a la técnica descrita en el manual del "pET system", Se resuspel1dieron en 

amortiguador de carga para condiciones desn31uralizantes con SDS y 100 mmol!1 de DTT y 

se calentaron de SO°C a 100°C durante 5 min ó en el amortiguador de carga para 

condiciones nativas Las proteínas se separaron en geles SDS-PAGE al 12% o gel nativo al 

12%. Se procedió con la técni ca de inmunoanál i si s como se describió previamente en la 

sección 6,5, 
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6.15 Purificación de anticuerpos Anti-Stcl y preparación de la columna de afinidad 

Allli-Stcl 

Los anticuerpos se purificaron con el kit "Montage Antibody Purification Prosep-A" 

(Millipore Corp_, Bedford, MA 01730) de acuerdo a la melOdología descrita en el manual 

del proveedor, Posteriormente 20 mg del anticuerpo se inmovilizaron en Am-Gel-Hz (Bio­

Rad) de acuerdo a la técnica descrita en el manual del proveedor. 

6.16 Purificación de las eozimas recombinanles y de la enzima silvestre 

La purificación de la esterasa Stc! se llevó a cabo con la columna de inmunoafinidad 

previamente descrita El extracto celular de A. lIidlllallS se trató de la fonna descril4i en la 

sección 6,4 hasta la ullraCiltración_ Los extractos crudos obtenidos de clonas recombinantes 

de P_ pas10ns después de la inducción, se centrifugaron para eliminar células (4000 rpm, 15 

min), 500 mi de sobrenadante se concelllraron a 12 mI por ultrafiltracióll ell Anlicon 

(menlbrana con límite de exclusión de 30 kDa). El col1cemrado de la enzima recombinante 

o silvestre se pasó por la columna PD 1 O para desalar (GE healthcare) equilibrada con 

amortiguador PBS, pH 7.4 Se colectaron y juntaron las fracciones que presentaron 

actividad de esteraS-a_ Se inyectó 1 mi de la muestJ1l, anterior a la columna de afinidad 

equilibrada con amortiguador PBS. Las proteínas que no se unieron a la columna se 

eluyeron con 3 volúmenes de columna de 0_5 % Triton-X lOO en PBS Para romper la 

unión antigeno-anticuerpo se utilizó la eluciÓl1 acida, se pasaron dos voltimenes de columna 

de 0,15 M de arnoni/;,f\Jador de citratos de sodio, pH 3, La elución de la proteína se 

mOllilOréo por absorbancia a 280 nm El antígeno eluido se neutralizó a pH 7, Las 

fracciones con proteína se juntaron y pasaron por una columna PDIO equilibrada con 

amoniguador PBS. Finalmente se evaluó la actividad de eslerasa. La columna de afinidad 

se regeneró con 5 volúmenes de columna con PBS y 2 volúmenes de PBS con 0,02% de 

azida de sodio y se almacenó a 4"C para nuevo uso, 

6.17 Isoeleclroenfoque 

Se desarrolló con el equipo "Pllasl System" (Pnarmacia) de acuerdo a las instrucciones 

proporcionadas por el proveedor. Se utilizaron geles para IEF con un rango de 3-9 (GE 

Heallhcare) y estándares de rango amplio (GE Healtncare) Las proteínas se detectaron por 
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tindón con Coomassie y de actividad con a-NA de la misma forma ya descrita para geles 

nativos. 

6.18 Caracterfulci6n bioquímica de las enzimas recombinllntes 

6.18.1 Determinación de la estabilidad a la temperatura y pH Y de la temperatura y 

pH óptimo del ellsayo 

Se determino con el método espectrofolométrico previamente descrito y con el ensayo "pH­

stat" deSCnlO por Peled y Krenz (1981) utilizando 200 mM de butirato de etilo como 

sustrato, que asegura un exceso de sustrato, en un equipo pH-stat (Tílrillo®, Metrohm, 

Swit.zerland). El efeclO de la temperatura se evaluó a 20, 30, 40, 50 Y 60 oC a pH 7 5 (0.1 

M, amortiguador de fosfatos) durante 15 min con los conlroles aplicables para evaluar 

autohidrólisis del sustrato. La termoestabilidad de la esterasa se illvestigó midiendo la 

actividad residual después de una incubación de la enzima sin sustrato en O. I M 

amortiguador de rOSralOS, pH 7.5, a diferentes temperaruras durante JO min y evaluando la 

aClividad remanente a 37°C por ambos métodos_ Todas las mediciones se realizaron por 

tripljcado y se corrigieron con Jos valores de los controles. 

El pH óptimo del ensayo se determinó midiendo la aclividad durante 30 min a 3rc en un 

rango de pH de 5 a 10 por ambos métodos_ Los amortiguadores de acetato de sodio. fosfato 

de sodio y TIÍs-HCI se utilizaron pallllos pH de 5, 6-7 Y 8-10, respectivamente (50 mM)_ El 

efecto del pH sobre la estabilidad de la enzima se evaluó utilizando los amortiguadores 

anteriores incubando la enzima sin sustrato por 12 ha 37 "C al pH establecido. Después de 

la incubación se midió la actividad residual, por triplicado y se corrigió considerando los 

valores de los controles. 

6.18.2 Determ ¡Ilación de la es pecilícidad de sustrato 

Las actividades se determinaron con ésteres de p-nitrofenilo por el método 

espectrofOlométrico y ésteres de etilo por pH-slat. (i) Elpeclrojolomélnco_ En el caso de los 

ésteres de p-nitfofenilo, se utilizaron grupos acdo con largo de cadella de C4 a C 18 

(Sugihara y Tani, 1991) (11) pH-SIOI Se utilizaroll ésteres de elilo con grupos acilo con 
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largo de cadena de e4 a e 16 y grupos aromálicos, EIl ambos casos las actividades se 

determinaron a las condiciones óprimas del ensayo medidas como se describió 

anteriormente (Peled y Krenz, 1981) las mediciones se realizaron por triplicado y se 

corrigieron con los valores de aUfohidrólisis de los comroles, 

6.19 Reacciones de bioca.tá.lisis con compuestos fenólicos 

6.19.1. ACelilll.cióll de compuestos 

La acetilación de los compuestos se realizó bajo condiciones estándares con anhídrido 

acélico y piridina. Específicamente, se calentaron a 600 e, 45 min; 100 Illg del compueslo, 

anhídndo acético (3 mi) y piridina (3 mi), La mezcla de reacción se evaporó a sequedad 

con gas N1, Poslenormenlese disolvió en áCIdo hidrocloridrico diluido y preenfriado en 

hielo (S mi) y se extrajo con acetato de etilo (2 x 5 mi). La fase orgánica se recuperó y se 

evaporó a sequedad a presión reducida, Posleriormeme, se Ufi I izó para las reacciones de 

desacelilación y caracterización de compueslOs 

Los espectros de RMN (resonancia magnética nuclear) se midieron en eDeh (cloroformo 

deulerado) a 300 K en un especlrofolómelro VarianVXR-300S operando a 300 MHz (IH) y 

100 MHz ('C) Aproximadamente 25 mg de Ia-lj (Figura 49) se disolvieron en CDeh, 

con tetrametilsilallo (TMS) como estándar inlerno las estructuras se identificaron por 

comparación directa de las propiedades espectrales Los resultados con especlromelria de 

masas (EM) y IH RMN concuerdan con los observados en la literatura para los compuestos 

auténticos, Los datos de De R1vfN obtenidos para los compuestos acetilados (1ft-In (Figura 

48) fueron también compatibles con los datos reportados en la literatura. Se incluyen a 

continuación los datos de De Rl'vfN para todos los compuestos acetilados (h-Ij) pero todos 

ellos se caracterizaron también en las bases de lA RMN, EM Y punto de fusión, 

De N"MR para ácido 4-0-acetil-ferúlico (la): 0= 169.12, 167.75, 148.15, 14643, 14542, 

12631,12322,11514,10945,5607,20.65. 

De NMR para 2-0-acelil-Ct-naftol (lb)' 1) = 169.51, 146.72, 134 72, 128.12, 12651, 12651, 

12609,12121,11816. 

De NMR para 1,4-0-Diacetil-2-ler-butil-hidroquillolla (le)' fj =169,42, 169.35, 147,81, 

142.46, 124.69, 120.35, 119.74,3458,29,97,21.59,21.11 
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De Nl\.1R para ácido 4-0-acetil-coumárico (Id), b =171.30, 169,10, 152,88, 131,75, 

129.51,122.23,117,27,21.13, 

ne NMR para I ,4-0-Diacetil-hydroquinona (le), 5 =16947, 147,72, 120,75,21,16, 

ne NMR para I-O-Acetil-2-feniletanol (lf)' 5 ~17096, 137,8:3, 128.89, 128.50, 126,56, 

6492,35,10,2094. 

13e NMR para ácido 5, J'-O-DiacetiJ-kojico (lg)' ¡¡ ~J72.06, 169,53, 167,49, 162,18, 

147,69, 141,01, 114,19) 60.72, 2031,20.14. 

De NMR para 3-0-Acetil-p-amirina (1h): 5 ~ 17098, 145.19, 121.63, 8093, 55.25, 47 55, 

4723,46.78,4171,39.81,3826,37.71,37.14,3684,34.73, 3333,32.59,32.49,3108, 

2839,2803,2693,26.14,23$7,23.53,2130,1826, 16.80, 1669,1555. 

De NMR para 3-0-Acetil-dihidrocolesterol (H) ¡¡ =170.69, 73.78, 5642, 56.27, 5424, 

44,66,42,58,39,99,3952,36,76,36,17,35.48,35.46, 34.04,31,96,28,24,28,01,27,48, 

24,21,23,84,22,81,22.56,21.47,21.20,18,67, 

IJe NMR para pentaacetato de QuerCClíl1a (Ij): ¡¡ =170,54, 169.76, 168.35, 168,31, 168,29, 

16823, J57,32, J54,75, J54,28, J50,86, )44,86, J42,68, JJ4,52, J28,19, J26,89, J24.40, 

12431, 115.23, 10946, 21.64,21.50, 21 13, 20.98 

De NMR para tetracetato de Hesperetina (lk)' 1\ =189.05, 169.24, 16884, 167.94, 16314, 

155.89, 151 58, 151.18, 139.89, 130.54, 124.84, 121.02, 11247, 111 72, 110 51, 10908, 

78 77, 5601. 44 87,21 ]J, 21 02,20.68. 

De NMR para (+) pentacetato de catequina (11)' S =17023, 16905, 168.46, 168 16, 

154.50, 149,99, 149.55, 142.24, 142.22, 136,26, 124,$2, 123,83, 121,90, 110.31, 108,90, 

107,80,77.78,68.40,24.96,21.22,2108,20.91,20,77,20.75, 

lJe NlvrR para (-) pentaacelato de Eplcalequina (1m), S =170.42, 168.98, 16842, 168,09, 

168.04, 154,96, 149.73, 149,67, 14200, 141.88, 135.84, 124.36, 123.29, 122.ü3, 109.68, 

108,74, 108,0:3,77 36) 66.64, 2603,2109,2105,20,76,20.64, 

6.19.2 AcondiciOllamiellto de la ellZima 

Los eXlractos crudos de la cepa silvestre de P. pasforis y las clonas re.::ombjnalltes se 

centrifugaron a 4000 rpm duranle 15 mi 11, se re.::uperarOIl los sobrenadantes y se 

liofilizaron. Se preparó una solución de la enzima a tina concentración de 2 mg/ml de 

proleina en amoniguador de fosfatos pH 7, 50 mM Se verificó la actividad de esterasa por 
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el metodo espectrofotométrico con acetato de ,¡.nitrofenilo. 

6.19.3 Dnacctilación t nzimática 

Los compuestos acetilados se dividieron en 3 grupos de acuerdo a su estructura: fenoles (1), 

alcoholes alifaticos ( 11) y flavonoides (111) (Tabla 4). La mezcla de reacción contenía: 15 

mg del compuesto disuelto en 1.1 mi de solvente (acetona o tolueno). 400).11 de solución 

enzimática y el volumen se completó a 3.5 mi con 0.05 M de amorliguador de fosfatos, pH 

7. La mezcla se incubó por 48 h a 3PC y 200 rpm. El grado de conversión se monitoréo 

por cromatografia en capa fina (TLC) y HPLC. Se evaluó también una reacción sin enzima 

para determinar la autohidrólisis de los sustratos en las condiciones evaluadas. Después de 

la incubación, se adicionaron 2 mi de acetato de etilo y se e.xtrajo el producto. La fase 

orgánica se separó y se evaporó el solvente a sequedad a 37"C. 

6. 19.4 Identificación de productos 

Todos los productos se caracterizaron de la siguiente manera: a) Los puntos de fusión se 

detCf1l1inaroo en un equipo MEL-TEM y no están COITegidos. b) Se utilizó TLC para 

visualizar la formación de productos. Los solventes utilizados dependieron de la naturaleza 

química del sustrato. Las placas se revelaron para el caso de los alcoholes alifliticos con una 

cámara de iodo ó por aspersión de 10'1. de UlSO~. La actividad an tioxidante de los 

compuestos fenólicos y flavonoides se determinó por el método de captura de radicales 

libres, revelando las placas por aspersión del radical libre DI'PH ( 1,I-difenil-2-

picrilhidrazilo) (Forgacs, 2002). La cromatografia de gases (CO) se realizó en el equipo 

"Agilent Technologies 6890N Network OC system", Inyector 7683. Agilent technologies. 

Se usó una columna 30 m DB-5MS con diámetro interno de 0.25 mm . El intervalo de 

temperatura usado fue de 6O_325°C. Se evaluaron también los eSh\.ndares de los compuestos 

acetilados y sin acetilar. El HPLC se realizó en el equipo "Waters 1525 HPLC system", la 

mezcla de reacción se separó en una columna 3.9x 155 mm Waters Symmetry ® Cl85 f..lm . 

El sistema de elución consistió de metanol y licido acético ( 1%). Los productos se 

purificaron por cromatografia en una columna de sílica con tamaño de malla de 100-200 

f..lm . se analizaron por resonancia magnética nuclear lH (NMR) (AC-300 spectrome!Cr) y se 

compararon contra estandares comerciales. 
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",",,_ ... ~ vn ... COII«!I'_:U y' ... \1 U Iln ... ,.,,,,,,.,,,,,,,,,,,, O.! Y 1 
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qIlO" l. fl,.... lo! ~ ctIO poi .. , ..... do "",,""''''¡Io 00 .......... K!i.i<lld F...., """' ....... 

Qll<' l. "",,<lid "',; .... ¡ .. <1< 1. proo<IN S«I .. do.".,.... 

lo 1, ~IJ'#' !~ .. ____ 01 po_ !lo ".,.... .... <1<1,,, d<r_ t\~ do<puf> oH l. 

-..- . H) J1"(; "'" r lo" 1' .... ""'" do :<0("1 ... d -"'JII"'lof do MI, Pot, .. 



~_ de ",OOPIU<M .... ..,.. ¡_ .1"':") ","""" "'" 01 """"!&'Od<>< .;. 1,,,. "'" 
NoCl m. !56~ lO ....,... l. _n.ión .;. UN _ "",,"""'¡;cn .. 01 <-.1 .. .;. l. SloI 

De l ........ r ...... P'" 1 .. mol .. ampl ..... ind"d4u .. 1 .. mi ..... candicioM. l. 

_ ~I • • " Sl<1 _ "'.,..¡, ...... dtlpolo ~ .;. l. adiOOot "" 

No(1 ... """r-""''' """ La .... """" ,...1.0 ..... _ • .-10"....,. ...... " ..... NoCIlt"iB 

lM¡ ~ ... _ 1110110. "'" tl No(1 ......... l. "",,t>olillN';' l ........... l. ffO<OÓft 

ooIubI. <IeI ............ Eo <+ ..... do l. iJldu«ióo . J7'{' "" "",odió lu mi ........... ..... 

""""" ...... _)'<11 ""' ...... "" """"'" do ,lid"" ... 
• • , , . . . . '. •. , -

", 

" 

- -, ,. 

" '1 

I 1 ~ _ - . '. • 

___ n ., .....-..... "" ..... -.* _ .. _ ,"" ""..,.. ". 01; __ ~_0I;"'_ 
.. __ ..... _ ... ..... ' ~ I_ .. _ _ . ... ..... ..." ( ..... , _ * _ _ ..... ~_ ... _.=.I •• _ .. ___ .. - _ ... _." .. .. ~- , _ ....... ..., .... ........ ,"""'~_.. ....... . _ .. ... _.n"<" .. ~_ .. _ ... ,,,,,,,,, •. "'\, I" ..... '._* ._ .. "' .... . 
.. ,. _ .. ....... _ ... .......... . 1><.J. ", .. _ .. _ _ .. .... _., .. .. 
~ C..,¡ '. -*w __ . _~_.IoI_ .!l~.II . ... __ ~_ 40 . _ ........ _." ...... . -' -_._ .......... ,,,,,,_. _ ... . .... "" .... If<:.".-., ___ o _ ...... , ..... _" ...... .. ........... . .. ""' .. _._ ..... __ .... " .... ,"'~ . 
El -. do hob.. """" ..... """ hondo ....., ... l. f_ 1""' ....... '" ~ .... l • 

.-;.,. • ll~ II.,~ • ...,.,.. l ..... -... ,... e~ <Id p<lIpI .. _ do S<op r 
l>onIi<lo, l!<m) S< ",""ur, ... La .... " ... "'" n-ooIbl """""0 r" _"" " .. _" ... 

boj. (O 01 lli"'II 11"*"" )"'" 1 .. cd ..... ¡......,. H "C . ... _po" 11 k, 

o. ...",.,do) • 1 ... ,t ••• ,,_ ...... i .... '" l>oI<'lt ",""r .... lo I~ • :!:I'{". " h 

r .. 'o«« <l dirocóonurHenlO do la ..,.;-... . peripl .... v diom."IIJC l. rorono<.ió<l .... 



_ .. ,/lo ........ 

""""'" de UI<I"~óo fJ 1<DOI1'1!f.'Id« <le lo .... 1_ un ~ ""'f imJl"W11' .., l. 
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So l'f'I'IIó l. soIubili<>rióo de "" _ ... 'ndu~óo. pua '" <WoI lO ""JizÓ "" JIfOI"""" 
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_. 1I mM Lo onu< .... dil_ .. ,"""" • 4 '(' «no .. ¡¿ 11. po<> que """'" un 
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tr ... r""".., .. y .. lOtIWOO ". 1 .. cual .... ~ .. oa:i_ 10<1> l. _,.. • J7 "C 
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&. CONCLUSIONES 

• Se enconlraron dos secuencias de expresiÓll para la proleí na Stc! que corresponden 

a la región N y e-lerminaL Una de ellas codifíca un péptido adicional de 29 

aminoácidos en la región N-terminal que forma parle de la enzima, contrario a lo 

que se había reportado para 111 esterasa Stc! 

• La proteína SIc1 con el polípéplido adicional de 29 aminoácidos en la región N­

terminal generó una proteína de J IS aminoácidos, la cual denominamos NSlcl con 

una masa molecular teórica de 34,81 k Da y un pI de 4,8. 

• Se clonó la esterasa Stc! de Aspergil/lIs llidl/!aJlS PW 1 en E coli pero la enzima 

expresada se dirige mayoritariamente como un agregado insoluble en cuerpos de 

inclusión, Sólo una parte se recuperó como proteína soluble COI) baja actividad, 

• La inducción de StcJ a 2S"C duralJte 181l favorece el direccionamiento de la enzima a 

periplasma y disminuye la formación de cuerpos de inclusión, Además, el 

amortiguador de lisis juega un papel muy importante en la estabilidad y solubilidad 

de la enzima, lo cual repercute en la actividad de la misma. Sin embargo, sólo lIna 

parte se recuperó como proteína soluble con baja actividad 

• La proteina Slcl solubilizada de cuerpos de inclusión tielle actividad baja tras una 

incubación a temperatura ambiente durante 24 h en presencia de la biomasa, 

probablemente debido a un mal plegamiento de Stcl 

• El anál i si s Ji I ogenélico mostró que las esterasas involucradas en la biosíntesi s de 

aí1atoxinas y ST se agrupan y pertenecen a la familia de las HSL 

• Las proteínas Slcl y NSlcI se expresaron correCl3meme sin glicosilaciones en el 

sislema eucariole (P. pasloris) con una actividad mayor a la observada en la enzima 

recombinallle en E. co/i 
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• La proteína recombinante Nstcl se expresa con una actividad de 360 U/mg proteína 

después de 24 h de inducción en P. pos/oris. Su masa molecular aparente es de 35 

kDa y un pI de4 7. 

• La proteína recombinante S¡cI se expresa COIl Ulla actividad de 39 U/mg proteína 

después de 48 h de inducción en P. pasfons, tiene una masa molecular aparente de 

31 kDa y un pI de 5.3. En geles nativos se observa que esta enzima se encuentra 

principalmente formando agregados. 

• Los anticuerpos anlÍ-Stcl generados tienen una alta especificidad por ambas enzimas, 

el titulo del anticuerpo es de 1 40,000 Y la cantidad minima de proteina detectable 

con este anticuerpo es de 20).lg El anticuerpo es capaz de reconocer a ambas enzimas 

en su estado nativo. 

• Se corroboró la expresión de liS/el en A. lIidlllalls, lo cual nos confirmó el hecho de 

que la región N-terminal adicional encontrada forma parte de la enzima 

• La enzima Nstcl se expresa constitutivamente en los diferentes medíos y condiciones 

evaluadas en este trabajo. 

• En medio sólido con avena se observa más c\.aramente la producción de la esterasa 

silvesrre NSlcl en A. mdllla/ls con una masa molecular aproximada de 35 kDa y pI de 

4.8 

• Después de la concentración y purificación de la proteína NSlc[ a panir del extracto 

celular de A. I/Idnkms crecido en avena, se observó una segunda banda con una masa 

molecular aproximado de 31 kDa, que corresponde al reportado para la proteína StcL 

• Las variantes mostraron una amplia especificidad de sustrato y diferencias entre ellas 

ellla especificidad hacia los grupos de SUSlralos hidrolizados. 
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" Las dos enzimas mueSlran diferente regioselectividad, dado que generaron diferentes 

productos después de la hidróli sis de algunos sustratos del grupo 111 y de ácido 

kójico. 

• Las di ferencias estrucrurales observadas entre las vari antes en los modelos obteni dos. 

conllevan a las diferencias observadas en las propiedades bioquímicas de ambas 

enzimas. 

" Se corroboró experimentalmente que la región adicional en la Nstcl modifica alb'1.mas 

propiedades bioquímicas de la enzima corno el acceso de! sl.lstrato al sitio activo. 

" La desacetilación parcial realizada por am bas enzi mas sobre tlavonoides y áci do 

kójico generó productos que conservan el poder alltioxidallle y muy posiblemente COI1 

mejores propiedades de estabilidad y solubilidad. 

" La hidrólisis de ésteres de p-nitrofenilo con diferente largo de cadena mostró un 

componamiento típico de esterasa para la enzima Nstcl y de lipasa para la proteína 

Stc!. 

" La región adicional de 29 aminoácidos es importante para la estabilidad de la enzima, 

dado que siempre se observó una mayor actividad para la esterasa Nstcl y para la 

respuesta a pH y tem ¡Jeratura donde se observaron ligeras di ferencias. 

" La ingeniería de proteínas puede ser utilizada para modificar el segmenlo N-terminal 

de la esterasas NSlcl para cambiar la regio- o quimioselectividad de esta u otras 

enzimas semejantes. 
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9. RECOME NDACIONES Y PERSPECT IVAS 

• A partir de las secuencias de carboxilesterasas encontradas en el genoma de A. lIidulalls, en 

la base de datos de secuencias EST y en la genoteca del Dr. Aramayo, se pueden aislar 

genes con actividad lipasaJesterasa o cutinasa que pueden corresponder a nuevas e 

interesantes enzimas lipolíticas. 

• Una parte de la secuencia adicional encontrada en la enzima Nstcl se encuentra codificada 

por un e.~ón distinto al del resto de la proteína, esto 10 convierte en un dominio interesante 

para modificar las propiedades bioquimicas de la proteína por modificación de su espacio 

de secuencia en futuros estudios. 

• Determinar si las dos proteínas observadas en el inmunoanálisis después de la 

inmunopurificación de la esterasa a partir del extracto celular concentrado de A. I/i(/II/(IIIS, 

se derivan del procesamiento postraduccional de la proteína Nstcl " ill "¡¡'o" ó del uso 

selectivo de sitios de inicio de la transcripción. 

• Es interesante detenninar la estructura de cada proteina ya sea por cristalografia Ó 

resonancia magnética nuclear, con el fin de validar los modelos estructurales obtenidos 

• Caracterizar por espectrometria de masas y RMN cada uno los productos obtenidos después 

de la hidrólisis de flavonoides 

• Optimizar las condiciones de hidrólisis de los sustratos que presentaron un bajo porcentaje 

de conversión a producto. 

• Evaluar la capacidad de las enzimas para llevar a cabo reacciones de lipofilización de 

flavonoideS y ácido kójico y su aplicación en alimentos. 

• Inmovilizar las enzimas recombinantes. caracterizar los biocatalizadores y evaluar el uso de 

estos en biocatálisis industrial. 
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Fon.vard 

IIINO ,,,. ,,, HI f"b4 -1Uto". _ ~ ___ _ 

~A 'n e .. , . rwA •• .t O tt' 

... , ...... c: ....... ,._ 
'.' 

Reverse 

'Á~~,...'!,.. • 
.... CC .... iC'nc-:m 

"'-d:l~~.~ _._ 

~ ...... . " 

,~ , 0-0\0 .... 
1~ ' .. 

1di .. ')IOO~"'''''Oti 
""''' ..... ~ ..... ,L-. I'''' 
~ ____ .. ~ ~CJI.RUo~ 

, . 
", . 

• Jl h.. r "",, 1 .. 

1 ... ~.Jt~ISO.~.\~ 

Jwto~I:ZOOODl~J'IO' 
...... ,v~O::~4f<U por 
~'e.'I""'·"_.U=OOO 

""""~PLAfE:>'I, 
',- '~'",o,'f 

., 

.~ . ., .. 
~~~~~-~~~~~---.~~~'~~~~' ~ .• ~.~----.~.,~~~-~"~'~--~G~ 

1 44 1 l H I " ••• 

A I '~I~ .-

~~ ~)J~.~'~~~~~ __ ~ __________________________ __ 

7 ¡,. hr.- .1 i lo"- :> 1\1... <n d N ",··,,~,t l 
f 1-1..., - r,,', 

112 



An.ro 

e) Electroferograma de la secuencia del gen lIS/el aislado del genoma de A. "itlufolls 

FOl"\vard 

" ..... J .tI 

""" Q_l~CIO_PON_IID'M""-

P8 "llll) , ,nOO""'lJx¡;ll.)l 

... ~lfLllQj'J"fS.IOl~Et..-ll41-(12J 

.AII'I'l ~ .2OIIt t'~CE.sT 
Jvn'r1,1OOt 1:r~ t~1' r 
~5..M ""''P ........ ,!iltJ 

lO' 

e{ .... G.~ .. r .... ,« .. rc< _Qt'r:' 'IQ, .l',g. tLo>l'lE:el "1:"1~; 'lo ''4 a:ar.' r,o ~ "ItIo1l. II "'r1:~II~.C:"~T",,:""'''::!: f""~",,tI¡'''''TP.to;:~IO':''' ::;t. Te'U(AJ::C CI 
WlI tI' ,.... ,, ' Ul ,.U '-'11 W ' j ) 

MPUed 
tuOSystems 

~'N G:(IIO A:306 , "266 C:676 
KIl.tqI 
KIl I,U Cap" 
.t •• , ~ ';~ .. til' l .. ·v; .. , 

.~ 01 'H 

A.r'I}." 
1311!1 

KIl) IOO_P0P6_BOM ..... 
1'1$1112 10 \2!00 pt l l!>::1131 

Y"""'5.1 HoSOV a.s..: 715 CAAOlL~ Pa-LoI 

!'" 

f., ,. ~~; ;1: -; :c ~; c; ;¡ t-I d' N;¡c' r;¡H:ó·-O l .. GT,r"Wr rUGr-. tr ~ L ¡¡¡; "" m ~~) ' !.i 'l~~ ~~¡ l U ~> 1t1 

., 

""'"""'~_SIOOlflSiOlOGIICa·l~lS 
.... l l,lOOIIlI ,'9A\l.CESr 
iro 17,lOOIIl2:2ml ceST 
~1ii.99~!¡OO 

FiIIIN ... :,foI07 
~G ;Q ~,~(' G 

1} !-

,{ 

11 3 



Reverse 

~_A..' 
t>OOI 

ICI_Ji OO_POH~80MJP'I06 

P!t. toeo ,,",1Z1OO"'-1 ~iDfi,Q 
V~6, l ~a....;7U CARQUN,oIr, Pt:H4 

Anr.ro 

NI~3t~·1~ 
"..,V,lOOI II:4Q.W.CE$1 
-""'V.2ODI8 '~CDT 

"*1no.!e:.02 ~"lr,oo 
p\u""-"": Ac~Or 

, 1Ii"1i'1' c. :'!"'~." '''TT''''I':''~,,¡Q~i,'j "~O C"T '~"D.""'J'!i:c.aC'c.OJ ""~~Ii~" c u", .. co;¡o; lt1l$ro.aO.'¡' • .f".t c o ~"n,,:at;nQO.l\"'C 
P " le I~ ~.t. ), . , . , 1) l' " '" 

sU Ut ni H' t.:I1 ." 
Te.c-T(,., ,"C (re ~g~." !'ce; t;¡,l ",-:c.ao; 'll1I.r-".~C"c»·n".t. ~. , '" ~ "(;{- (:t. ,CI.''t"C":C 1O:':'ilC:~~ r:J.j 

I\y!'t\w~~ ..... dXc«xoox~o....,.~xc:::C"r&=d'>::. O ':ee:::, ocD- """"' :0 o . 
~"": ""Ji;,rI lG.lOOI t2!4:ZPM,Ct:"'S1 ~0It.I P9',fJ:t: 

, =1111 
~N G.<S4"~ r:m ~1 
lCB ... 
KB' 1 t c,p.6 

lO Q', "Q: "l lO;' 

fa fJl 

'" 

L,.4 ~ t-t .. ,.'" ~ [ t .! 

A )t., 
1lO'l8 

KltJ'OO_~-"DT"_ 
Pts '050~ 12t\OO PU LDc::10!J0 

VI'liIbn St tiSO"I~161 ~FENA. 

!ro< _ 3,Ql)fJSIOlOGIA.Ca.'_' 
J;n2')OOa"~CES! 
Nn V1l108~ ... CElH 
~SD2-""'1OO __ " 107 

~CI ~;:~' , '¡; :. ."t".:t;~ G-'4;I;o r;- .,:;o;~ 1)- C.~'C.QC.lP '; ~ t1;;; :g'e ;. f¡I. ,-o.,. t... In ,:) ni .,1 ,,~ 1" n l 

"c. .~ .c~ tlreca ,g ;t.-lO íf , l~ ·- .111 ~~' N,iI 11/ '"" 

'It 'tl ! J) ! fI ~ .. !1 !:2' 

~.~=-------~~=--------------------------------------------~-

II~ 



 

IlIbliogrofia 

Ya be. K; Ando, Y. y Ua lll asaki , T . 1991. A metabolic grid among versiconal hemiacetal 

acetate. \'ersiconol acetate, versiconol and versiconal during anatO.,dn biosynthesis . J Gen 

Microbiol . 137: 2469-2475. 

Ya be. K. y Na kajima, H. 2004. Enzyme reactions and genes in an atoxin biosynthesis. 

Appl Microbiol Biotechnol . 64(6): 745·755. 

YII , J . el al. 1995. Comparative mapping of ana toxin pathway gene clusters in IÜpcrgillllS 

IXlr(lsiliCII~' and A~lX!rgillllsflal"lIs. Appl Environ Microbiol. 61: 2365- 2371 . 

YII , J ; Woloshllk, C. P; Bhatnagar, D. y Clevela lld. T . E. 2000. Clonin!! and 

characterization of mfA and ollllB gC llcs involved in anatQ.\dn biosynthesis in three 

ASl'crgillll.\' species_ Gene. 248( 1-2): 157-167, 

YII. J ; C ha ng, P. K: Bhatnagar , D. y Clevela lld , T. E. 2002. Cloning and functional 

expression of an esterase gene in ASIX!rgilllls IXlmsiliclIs. Mycophatol, 156(3): 227·234. 

Ztl t na. K: KrUgeller, S; LUllktnlxio, S; Zoro. H. y Btr gtr R. G. 2009. Functional 

expression of the ¡ipase gene Lip2 of Piel/rO/liS sol'idw; in J::SCherichia eoli. Biotechnol 

Lett. 3 1(3): 395-401. 

Zhu. X: Larstn, N. A; Basran, A: Bruet. N. C: y Wilso ll . 1. ,\ . 2003. Observation of 

an arsenic adduct in an acetyl esterase crystal structure. J Bio! Chem. 278: 2008-2014. 

'''' 



11. ANEXO 

Al Electroferograma de la setuencia del gen mIel in legrado al genoma de P. posloris 
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B) Electroferogr8U18 de la se-cuencia del gen I1c/ integrado al genomll de P. pasloris 
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An.ro 

e) Electroferograma de la secuencia del gen lIS/el aislado del genoma de A. "itlufolls 
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Molecular chllrDcleri7.l11ion of Sld esleruse 
from AspergillllS ,,¡d,/laIlS 
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