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1.- INTRODUCCION

Las lipasas (E.C.3.1.1.3), también conocidas como acil-glicerolasas o acil
hidrolasas, son enzimas que comUinmente catalizan la hidrélisis de triacilglicéridos a
acidos grasos libres, monoacil glicéridos, diacil glicéridos y glicerol (Patel et al;
1998). Estas enzimas son biocatalizadores valiosos por su versatilidad ya que son
altamente estables en solventes organicos, muestran una amplia especificidad de
sustratos, son capaces de catalizar reacciones de esterificacion, interesterificacion y
transesterificacion y usualmente muestran una alta regio, quimio y/o
estereoselectividad (Snellman et al; 2002, Bertinotti et al; 1994).

Las lipasas son utilizadas en diferentes industrias: alimenticia, de detergentes,
cosmética, farmacéutica, papelera entre otros (Hasan et al; 2006) siendo la lipasa
B de Candida antarctica la enzima mas utilizada a nivel industrial por su
versatilidad. Se trata de una lipasa pequefia, de 317 aminoacidos con un peso
aproximado de 33 kDa. Posee un plegamiento de barril o/f y cuenta con
caracteristicas Unicas que le confieren su gran éxito como biocatalizador en la
sintesis organica, tales como su alta regio y estereoselectividad hacia amidas y
ésteres. A diferencia de otras lipasas, CalB no muestra activacion interfacial (Ergan
et al; 1991). Este fendbmeno consiste en que la mayoria de las lipasas tienen una
estructura terciaria denominada dominio de tapa que expone al sitio activo en
presencia de una interfase agua-aceite. CalB cuenta con este dominio sin embargo,
este se encuentra en forma abierta exponiendo al sitio activo en todo momento.
Otra caracteristica importante de CalB es su estabilidad a la mayoria de solventes
organicos y a un intervalo amplio de temperatura y pH (Gotor-Fernandez et al;
2006).

En el 2006 fue publicada la secuencia del genoma completo de Ustilago
maydis, conocido cominmente como “huitlacoche” o “cuitlacoche”. Se trata de un
hongo basidiomiceto causante de la enfermedad del carbén del maiz, la cual se
manifiesta con la presencia de agallas o tumores que se forman en la mazorca de
maiz, la cual ocasiona pérdidas econémicas en muchos paises. En México por el
contrario, es de gran importancia como ingrediente en la gastronomia desde épocas
prehispanicas (Banuett; 2002).

En la secuencia del genoma de este hongo, encontramos un marco de lectura
abierto de aproximadamente 1000 pb que codifica para una lipasa hipotética “LipE”
predicha como una aciltransferasa con una estructura de hidrolasa tipo o/f con un
70% de identidad (80% de similitud) con CalB. Realizando un andlisis de
hilvanamiento de esta proteina hipotética LipE sobre la estructura de CalB pudimos

observar que tanto los residuos cataliticos como aquellos que le dan estabilidad a



los sustratos se encuentran presentes y aparentemente en la misma posicion que
los residuos involucrados en la catalisis de CalB. Estos andlisis sugieren que LipE,
tiene caracteristicas similares a CalB y que podria ser una nueva lipasa con un
espectro tan amplio como el de CalB.

Con anterioridad, el equipo de trabajo de tecnologia enzimatica del Instituto
de biotecnologia de la Universidad Nacional Auténoma de México (UNAM) dirigida
por el Doctor Agustin Léopez-Munguia, ha centrado su atencién en trabajar con
lipasas encontrado que la lipasa CalB de Candida antarctica, ademas de catalizar la
reaccion tradicional de hidrdlisis de lipidos, presenta caracteristicas interesantes
para la sintesis e hidrdlisis de ésteres y amidas con una eficiencia mayor a otras
lipasas analizadas (Reyes Duarte et al; 2002, Castillo et al; 2003 Torres-Gavilan et
al; 2006, Castillo et al; 2007).

Es por lo anterior que surge el interés por aislar esta nueva lipasa LipE de
Ustilago maydis para determinar sus propiedades y espectro de actividad, ademas
de comparar su actividad con la lipasa B de Candida antarctica que es, por mucho,
la lipasa mas robusta y mas utilizada a nivel industrial, pero cuya disponibilidad y
aplicacion se encuentra controlada por la empresa Novozymes. Para lograr este
objetivo se requiere principalmente de aislar y expresar el gen LipE de Ustilago
maydis.

CalB ha sido funcionalmente expresada en Aspergillus orizae para propésitos
industriales a gran escala y mas recientemente se han probado otros sistemas de
expresion como E. coli que ofrecen ventajas en cuanto a la facilidad de las
condiciones, modificaciones y tiempos de expresion (Blank et al; 2006). Para este
trabajo se propone aislar el gen que codifica para la lipasa hipotética LipE de
Ustilago maydis y posteriormente expresarlo en el sistema de expresion de E. coli

con el objetivo de caracterizarla y hacer un analisis comparativo entre LipE y CalB.



RESUMEN

Las lipasas son enzimas ampliamente utilizadas en procesos de sintesis organica
por su estabilidad y versatilidad para llevar a cabo una amplia variedad de reacciones
tanto en medios tradicionales como en solventes organicos. Estas reacciones van desde
la esterificacion, interesterificacion y transesterificacion entre otras. De estas enzimas,
la lipasa B de Candida antarctica (CalB) es la mas utilizada en procesos industriales. En
nuestro grupo de trabajo previamente se ha reportado la habilidad de CalB de llevar a
cabo reacciones de sintesis e hidrolisis de ésteres y amidas en particular la capsaicina y
sus analogos, asi como la resolucién de mezclas racémicas.

En este trabajo se reporta por primera vez la identificacion de una lipasa del
hongo Ustilago maydis con caracteristicas estructurales similares a las de CalB, siendo
Unica debido a que presenta una similitud nunca antes reportada, su aislamiento y
expresion heteréloga en el sistema de E. coli, asi como su caracterizacion bioquimica en
extracto enzimético.

Como primera parte del proyecto se realizaron analisis estructurales in silico por
medio de estudios de la estructura primaria, secundaria y modelamiento por homologia
de la lipasa denominada “LipE” de Ustilago maydis utilizando como templado a CalB,
encontrando una identidad del 70% y una similitud del 80% con esta enzima, aunado a
que los aminoacidos tanto de la triada catalitica como los que le dan estabilidad a los
intermediarios de reaccion se encuentran conservados.

Como segunda etapa, se realizaron ensayos con mezclas de aceites en el medio de
cultivo de Ustilago maydis para inducir la produccion de estas enzimas, se obtuvo el
mRNA el cual se utilizé6 de templado para obtener el cDNA por medio de una reaccion
con la transcriptasa reversa y PCR con oligonucleotidos especificos. El cDNA fue clonado
y expresado en el vector pColdl y en el sistema de expresion de E. coli origami DE3 a
15°C durante 24 h. En este sistema se obtuvo una enzima soluble y activa con 0.55
U/mL en el extracto enzimatico, estos ensayos de actividad se hicieron utilizando
paranitro fenil palmitato (pNPP) como sustrato de reaccion.

Se caracterizdé bioquimicamente a LipE encontrando que la enzima tiene un pH
o6ptimo de 8, una temperatura Optima de 40°C y un tiempo de vida medio de
aproximadamente 2 horas y media a 40°C, estos parametros son similares a los
observados para la enzima recombinante CalB.

Finalmente se analizé la capacidad de LipE para hidrolizar el enlace amida de la
capsaicina, sin embargo, no se observé producto de reaccion (vainilllamina) en
cromatografia en capa fina (CCP). Analisis mas detallados son necesarios para concluir
si LipE tiene la capacidad de hidrolizar amidas.

En conclusion, se logrd, aislar, expresar y caracterizar parcialmente la enzima
LipE, cuyas caracteristicas sugieren que puede ser potencial biocatalizador de interés

para la sintesis organica.



2.- ANTECEDENTES

2.1 LIPASAS (CARACTERISTICAS GENERALES)

Las lipasas (triacil glicerol hidrolasas o carboxil esterasas, EC 3.1.1.3) son
enzimas que catalizan la hidrdlisis o la sintesis de ésteres formados por glicerol y
acidos grasos de cadena larga (Figura 1). Las lipasas constituyen una clase especial
de esterasas que actuan especificamente sobre ésteres insolubles en agua en la

interfase lipido-acuosa (Snellman et al; 2002).
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Figural. Hidrdlisis y sintesis de triacilglicéridos mediada por lipasas

Estas reacciones normalmente se producen con elevada regio- y/o0
enantioselectividad, convirtiendo a las lipasas en un importante grupo de
biocatalizadores en quimica organica. Las razones para su enorme potencial

biotecnolégico residen en sus principales caracteristicas:

¢ Son estables en presencia de disolventes organicos

¢ No requieren cofactores

e Poseen una amplia especificidad de sustratos: catalizan tanto la
acilacion como la deacilacion de grasas y, ademas, actian sobre otros
sustratos naturales

e Son altamente enantio y regioselectivas.

Aunado a esto, las lipasas se encuentran ampliamente distribuidas en la
naturaleza y han sido aisladas en microorganismos, plantas y animales, siendo las
lipasas microbianas las mas importantes desde el punto de vista de su aplicacion
industrial. Se les puede encontrar en bacterias, levaduras y hongos. A este
respecto, existen una gran cantidad de secuencias de lipasas y serin hidrolasas
descritas hasta el momento. La base de datos Lipase Engineering Database

(http://www.led.uni-stuttgart.de) recoge un total de 1367 secuencias las cuales se

agrupan en 16 superfamilias (Pleis et al; 2000), (Tabla 1).



Tablal. Superfamilias de lipasas mas importantes.

Superfamilia Proteinas Secuencias Estructuras
Lipasas de Bacillus 6 9 2
Lipasas de Burkorderia 41 68 15
Lipasas de Candida antarctica 2 8 2
Lipasas de hongos 36 70 29
filamentosos

Lipasas gastricas 73 107 4
Lipasas lipoprotéicas 92 134 9
Lipasas de Morasela 6 8 2
Lipasas de Pseudomonas 14 15 0
Lipasas de Saccharomyces 2 3 0
Carboxilesterasas 324 613 58
Esterasas de Acinetobacter 27 34 0
Lipasas de Candida rugosa 9 38 10
Lipasas sensibles a hormonas 68 80 5
Lipasas de Yarrowia lipolitica 2 2 0

Ademas de la hidrdlisis, las lipasas catalizan un amplio rango de reacciones
incluyendo: interesterificaciones, alcohdlisis, acidolisis, esterificacion y amindlisis
(Figura 2).
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Figura 2. Ejemplos de reacciones catalizadas por lipasas.



2.1.1 Estructura y mecanismo de accion.

Las lipasas muestran un amplio rango de pesos moleculares, que van desde
aproximadamente 19 kDa hasta 60 kDa (lipasa de Candida rugosa). La mayoria de
ellas, a excepcion de la lipasa pancreética, estan formadas por un Unico dominio. La
gran mayoria presenta un plegamiento de barril o/f que consiste en una lamina
central hidrofébica constituida por diferentes cadenas ( (B1-p8) conectadas por
hasta 6 a hélices anfifilicas (A-F) (Ollis et al; 1992).

La maquinaria catalitica esta formada por una triada aminoacidica, constituida
por una serina, un acido aspartico (o glutamico) y una histidina. El residuo
nucleofilico serina esta localizado en el extremo C- terminal de la cadena -5 en un
pentapéptido altamente conservado, formando una estructura caracteristica
llamada codo nucleofilico. La hidrélisis del sustrato comienza con un ataque
nucleofilico por parte del oxigeno de la serina sobre el atomo de carbono carbonilo
del enlace éster (Figura 3). Esto origina la formaciéon de un intermediario
tetraédrico estabilizado por el hidrégeno vinculado a los atomos de nitrégeno de los
residuos de la cadena principal que pertenecen al llamado agujero oxianion. De
esta forma se libera un alcohol, dejando detras un complejo acil-lipasa, el cual es
finalmente hidrolizado con la liberacién del acido graso y la regeneracion de la

enzima (Schmid y Verguer; 1998, Pleiss et al; 2000)
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Figura 3. Mecanismo catalitico de las lipasas (la numeraciéon de los aminoacidos en

este ejemplo se refiere a la lipasa de Rhizopus oryzae).



Las reacciones lipoliticas tienen lugar en la interfase lipido-acuosa. Sarda y
Desnuelle (1958) demostraron cuantitativamente que la lipasa pancreatica exhibia
una actividad casi nula cuando el sustrato, la triacetina (triglicérido constituido por
acidos grasos de cadena corta), estaba perfectamente solubilizado. Sin embargo,
cuando se utilizaban concentraciones de triacetina por encima de su limite de
solubilidad, se formaban particulas emulsionadas que, sorprendentemente, eran
hidrolizadas por la lipasa de una forma mas rapida.

Este fendbmeno de catdlisis de una reacciéon heterogénea es uUnico de las
lipasas e involucra una activacioén interfacial, es decir, un incremento en la actividad
de la enzima cuando la solubilidad del sustrato se excede y aparece una interface
lipido-acuosa en la que se ubica la enzima para actuar.

A principios de los 90"s se elucidaron las primeras estructuras
tridimensionales de estas enzimas (Tabla 2). En estas estructuras se pudo apreciar
un bucle o loop superficial que se denominé tapadera peptidica. Esta tapadera se
describi6 como una estructura terciaria que se activa y sufre un cambio
conformacional en presencia de una interfase agua-aceite dejando expuesto al sitio
activo para la catdlisis lo cual explicaria el fendmeno de la activacion interfacial.
Aunque la estructura terciaria de tapa es una caracteristica de las lipasas, no
necesariamente se presenta en todas las lipasas que se conocen y tampoco se
correlaciona con dicha activacion, ya que existen lipasas que no muestran la
activacion interfacial aunque presenten en su estructura la tapa peptidica (Gotor-

Fernandez et al; 2006).

Tabla 2. Ejemplos de estructuras cristalinas de Lipasas reportadas

Organismo del cual se extrajo Peso (kDa) Archivo en PDB
Rhizomucor miehei 29.5 3TGL
Pancriatica humana ~37 -
Pseudomonas glumae 33.1 1THA
Humicola lanuginosa ~30 -
Rhizopus delmar ~29 -
Penicillium camemberti 30 -
Candida antarctica (B) ~33 1TCA
Geotrichum candidum 60 1THG
Candida rugosa (abierta) 60 1CRL
Candida rugosa (cerrada) 60 1TRH

Fuente: Protein Data Bank, Brookhaven National Laboratory, Upton, New York

(EUA).

A pesar de su similitud estructural, y por ende también de mecanismo
catalitico, las lipasas, como todas las enzimas, presentan una especificidad de
sustrato diferente entre ellas. Este comportamiento se debe a las variaciones

estructurales en la region proxima al sitio catalitico.



2.1.2 Aplicaciones industriales de las lipasas

Ademas de su importancia bioldgica, dada su capacidad para la digestion de
lipidos, las lipasas tienen un gran mercado actual y potencial en diferentes
industrias tales como la de detergentes, cosmética, textil, papelera, farmacéutica y
han pasado a ser una parte integral de la actual industria alimentaria. En la tabla 3
se muestran algunas de las lipasas comerciales mas utilizadas, en donde se
evidencia la regioespecificidad estricta de algunas lipasas sobre las posiciones 1y

3 de los lipidos.

Tabla 3. Ejemplos de algunas lipasas disponibles comercialmente.

Organismo Regio- Aplicacion Casa comercial

especificidad

Candida rugosa Inespecifica Sintesis Amano, Biocatalyst,
organica Boehringer mannheim,
Fluka, Genzime, Sigma.
Candida antarctica Sn-1-3 Sintesis Boehringer mannheim,
organica Novozymes.
Thermomyces Inespecifica Aditivo de Boehringer mannheim,
lanuginosus detergentes Novozymes.
Rhizomucor miehei Sn-1-3 Procesamiento Novozymes, Biocatalyst,
de alimentos Amano.
Burkholderia cepacia inespecifica Sintesis Amano, fluka,
organica Boehringer mannheim.
Pseudomonas Sn-1-3 Aditivo de Genencor
alcaligenes detergentes
Pseudomonas Sn-1-3 Sintesis Genencor
mendocina organica
Chromobacterium Sn-1-3 Sintesis Asahi, Biocatalyst
viscosum organica

En los dltimos afos, las lipasas, han cobrado importancia en la industria
alimentaria, como consecuencia, se ha potenciado el uso de estas enzimas para
mejorar procesos quimicos tradicionales. Se utilizan en la produccién de una gran
variedad de productos como quesos y alimentos preparados, entre otros (Ashok, et
al; 1999), siendo las lipasas de origen microbiano las mas utilizadas, por ejemplo,
para la produccion de determinados sabores de quesos y otros alimentos debido a
la produccién de acidos grasos volatiles. Dependiendo de la especificidad de las
lipasas empleadas pueden liberarse acidos grasos de cadena corta (C4-C6) que
aportan un sabor fuerte y penetrante o bien pueden liberarse acidos grasos de
cadena larga (>C12), de aspecto mas jabonoso, que son metabolizados por lo
microorganismos presentes en el queso para producir otros compuestos aromaticos

como B-cetoacidos (Schmid y Verger; 1998).



Aunado a esto, estas enzimas, son utilizadas para la interesterificacion de
grasas y aceites produciendo acilgliceroles modificados que no pueden obtenerse
mediante quimica tradicional o para la obtencién de lipidos estructurados. Asi, por
ejemplo, pueden alterar el punto de fusién de un aceite modificando la composicién
y/0 estructura de sus triglicéridos mediante trans-esterificacion, utilizando como co-
sustratos determinados acidos grasos u otros triglicéridos de diferente composicion
(Schmid y Verger; 1998).

Asimismo, la accidon catalitica de las lipasas ha permitido el desarrollo de
nuevos productos como los ésteres de carbohidrato y acidos grasos (sucroésteres),
con un mercado potencial interesante como surfactantes en alimentos, farmacos y
cosméticos (Ashok et al; 1999), aunado a que existen varias lipasas que han
logrado el estatus GRAS (Generally Recognised As Safe) de la FDA.

Las lipasas también tienen aplicacion en la industria farmacéutica debido a su
excelente capacidad para catalizar reacciones con elevada regioespecificidad, en
una gran variedad de solventes organicos y con un amplio abanico de sustratos.
Ademas presentan una elevada enantioselectividad lo que permite diferenciar entre
isdmeros S y R (Hasan et al; 2006).

Otras aplicaciones industriales de las lipasas incluyen el tratamiento de la
pulpa en la industria papelera para exponenciar la blancura del papel; en la
industria cosmética también tienen gran importancia ya que transforman aceites
para su posterior utilizacion en productos del cuidado personal como cremas para la
piel. Una de las aplicaciones industriales mas importante en términos de valor del
mercado, es su inclusion en la formulacion de detergentes. En 1994 Novo Nordisk,
ahora Nomozymes introdujo Lipolase, la primera lipasa recombinante comercial
para su uso en detergentes (Ito et al; 1998).

Las lipasas también han tenido gran participacion en la sintesis organica
sobretodo en reaccion de amindlisis enzimatica, resolucién de ésteres, sintesis de

amidas y de aminoalcoholes 6pticamente activos (Bajpai; 1999).

2.2 LIPASA B DE Candida antarctica (CalB).

Candida antarctica es una levadura la cual presenta dos isoformas
isoenzimaticas de lipasas: la lipasa A con un peso molecular aproximado de 45 kDa
y un punto isoeléctrico de 7.5 y la lipasa B, comunmente conocida como CalB, la
cual es una lipasa pequefia, de 317 aminoacidos, con un peso aproximado de 33
kDa y un punto isoeléctrico (pl) de 6.0 (Patkar; 1993).

Su estructura posee un plegamiento tipico de hidrolasa, la cual consta de un

barril o/f, que contiene siete laminas B rodeadas por diez a-hélices, con una



dimension de 30 X 40 X 50 A (Figura 4) y cuenta con caracteristicas Unicas que le
confieren su gran éxito como biocatalizador en la sintesis organica, tales como su
alta regio y estereoselectividad hacia amidas y ésteres. A diferencia de otras
lipasas, CalB no muestra activacion interfacial. Otra caracteristica importante es
que CalB es estable en la mayoria de los solventes organicos y en un amplio

intervalo de temperatura y pH (Gotor-Fernandez et al; 2006).

Figura 4. Estructura tridimensional de la lipasa B de Candida antarctica

La triada catalitica esta compuesta por serina 105, aspartico 187 e histidina
224, la serina se encuentra rodeada por la treonina 40, la glutamina 157 y el acido
aspartico 134. Estos residuos estan expuestos al disolvente y pueden tener una
funcion importante en la especificidad del sustrato.

El entorno del centro activo esta formado por una cavidad de 12 A desde la
serina hasta la superficie de la proteina y un ancho de 10 X 4 A. Esta cavidad estéa
delimitada por tres regiones: la espiral comprendida entre los aminoacidos 242 y
268, la hélice o 10 (cerca del extremo C-terminal) y la hélice o 5. La entrada a la
cavidad del centro activo se sitla en el centro de una gran superficie plana de 450
A, con forma triangular ligeramente concava. En esta superficie hay muchas
cadenas alifaticas de aminoacidos que pueden reaccionar con la interfase durante la
hidrélisis de lipidos, asi como 3 residuos cargados (aspartico 223, glutamico 188 y
lisina 290) cercanos a la entrada de la cavidad (Uppenberg et al; 1995).

Existen muchas lipasas comerciales disponibles en el mercado, sin embargo,
CalB ha demostrado ser una enzima robusta; hasta la fecha, no se ha caracterizado
otra enzima capaz de igualar su versatilidad, debido a esto diversos esfuerzos se
han centrado en caracterizar enzimas tanto bacterianas como flngicas para
estudiar sus propiedades, sin embargo, sigue siendo la lipasa B de Candida
antarctica la mas utilizada en la sintesis organica. Algunas de sus caracteristicas se

resumen en la Tabla 4, en la cual también queda de manifiesto su versatilidad en



comparacion con otras enzimas lipoliticas comerciales ampliamente utilizadas en

diversas industrias.

Tabla 4. Caracteristicas cataliticas de enzimas lipoliticas comerciales.

Casa origen Rango T Rango Hidrolisis

comercial pH de

capsaicina*

CalBinmovilizada NOvozymes C. antactica 40-70° 6-10 Si
CalBsoiuble Novozymes C. antactica 40-70° 6-10 Si
Amano Amano Rhizopus 38-50° 7-8 No
lipaza orizae
Lipozyme Novozymes M. miehei 40-50° - No
Lipasa AY Amano C. rugosa 35-50° 5.6-8 No
Novozym Novozymes  Thermoyces 40-55° --- No
677 lanuginosa
Lipomax Genecor Psuedomonas 35-47 6-8.7 -
alcaligenes

FUENTE. Novozymes, amano Enzymes, Genecor

*Torrez Gabilan, Sintesis e hidrélisis de amidas por medio de lipasas. Tesis de Maestria 2004.

2.2.1 Aplicaciones especificas de CalB.

La lipasa B de Candida antartica es la enzima mas interesante dentro del
campo de la sintesis organica. Esta enzima es comercializada por la compaiia
Novozymes tanto en su forma soluble (Novozym 525) como inmovilizada (Novozym
435). La enzima en su forma inmovilizada ha sido la mas empleada sobre todo en
la sintesis de triglicéridos y de ésteres de alcoholes terpenos, asi como en
esterificaciones regioselectivas de azUcares, nucleésidos y esteroides (Morris y
Gotor; 1993, Turner; 2004).

Por todas estas caracteristicas, el equipo de trabajo de tecnologia enzimatica
del Instituto de Biotecnologia de la Universidad Nacional Autbnoma de México
(UNAM) dirigida por el Doctor Agustin Lopez-Munguia, ha centrado su atencion en
estudiar mas a fondo las diversas aplicaciones y caracteristicas de CalB.
Especificamente Castillo et al (2003), propusieron la sintesis de ésteres de xilitol y
acido oleico mediante reacciones de hidrdlisis inversa catalizada por la lipasa B de
Candida antarctica inmovilizada en medio de reaccion no convencional (Figura 5).
Aprovechando la estabilidad de CalB, estos autores reportaron que mediante

estrategias de ingenieria de solventes se puede lograr la manipulacion del perfil de



productos de las moléculas sintetizadas de tal forma que la utilizacion de
disolventes polares, como el 2 metil-2-propanol/DMSO 80/20 (v/v) como medio de
reaccion, favorece la sintesis dirigida de monoésteres con un 73% de selectividad y
que la utilizacion de disolventes hidrofébicos como hexano permite realizar la
sintesis altamente selectiva (94%) de diésteres y triésteres de xilitol y acido oleico.
Estas moléculas son utilizadas como agentes emulsificantes en la industria

alimentaria y farmacéutica debido a su caracter anififilico principalmente.

OH o)
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OH + 3 /\/\/\/:\/\/\/v
HO HO

OH Acido oléico

Xilitol ‘O‘
- HO
Lipasa CalB 0 O NN N+ 3RO

_
HO L

Triester
Figura 5. Sintesis del triéster de xilitol y acido oléico mediante la lipasa B de

Candida antartica

En el mismo grupo, Reyes Duarte et al (2002), reportaron la aplicacion de las
lipasas en sintesis e hidrdlisis de amidas. En ese trabajo se utiliz6 como modelo la
capsaicina y se estudiaron las reacciones de sintesis enzimatica de estas moléculas
en solventes organicos empleando la lipasa B de Candida antarctica como
catalizador. Los resultados fueron alentadores y demuestran que la sintesis de
amidas se favorece en solventes polares como el 2-metil-2-butanol (2M2B),
mientras que la de ésteres se favorece en solventes no polares como n-hexano.
También se encontré que la lipasa B de Candida antarctica presentdé un 70% de
conversion para la hidrélisis enzimatica del enlace amida en la capsaicina (Figura
6a).

Un aporte original, fue el haber demostrado la viabilidad de sintetizar un éster
a partir de una amida en un mismo sistema, utilizando a la lipasa CalB como
catalizador en la reaccién de trans-esterificacion en solventes organicos (Figura
6b). Esta reaccion fue novedosa en la sintesis organica. Por otro lado, el producto
de reaccion, el capsiato, es un compuesto no pungente derivado de la capsaicina
que presenta un potencial de aplicacion en la industria alimentaria y farmacéutica

(Reyes-Duarte; 2002).
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Figura 6. a) Hidrdlisis de la capsaicina catalizada por la lipasa B de Candida

antartica. b) Sintesis de vainillil-oleoamida a partir de una amina

En trabajos posteriores se reportaron las condiciones del medio de reaccion
que favorecen la hidrélisis de amidas tomando en consideracion las caracteristicas
moleculares de amidas andalogas a la capsaicina (Torres-Gavilan et al; 2006,
Castillo et al, 2007). Con este fin, se tom6 a la capsaicina como molécula modelo y
se efectud la sintesis enzimatica y purificacion de una variedad de capsaicinoides
artificiales en los que se modific6 el tamafo de la cadena hidrofébica y los
sustituyentes del anillo. La sintesis se llevé a cabo en 2M2B a una temperatura de
45°C, encontrandose en todos los casos que las conversiones al equilibrio fueron
mayores del 95% después de 72 h de reaccion catalizada por la lipasa CalB de
Candida antarctica.

Posteriormente se llevaron a cabo las reacciones de hidrélisis de las amidas
sintetizadas en la primera etapa; se analiz6 también la susceptibilidad para la

hidrélisis de amidas en las que se modificaron los sustituyentes del anillo.



En un trabajo posterior se llevd a cabo un escrutinio de lipasas capaces de
hidrolizar la capsaicina. De dicho ensayo la lipasa que mostré mejor desemperio fue
la lipasa B de Candida antarctica inmovilizada (Novozym 435).

Recientemente se demostr6 que por medio de CalB es posible resolver
mezclas racémicas de aminas mediante la acilaciéon e hidroélisis enantioselectiva en
un proceso definido como “one pot” (en un sélo tubo) (Figura 7), utilizando para
esta reaccion la amina racémica a-metabencilcilamina. La acilaciéon permitié obtener
como productos la amida correspondiente y al isbmero que no reconocio la lipasa.
Posteriormente y previa a la separacién, la o-metabencilamida sintetizada se
sometid a hidrélisis obteniéndose una conversién por arriba del 70% después de un
lapso de 72 h, con una velocidad de hidrélisis mayor que la observada en otras
amidas no quirales (vainillilamidas, 3 metoxi bencilamidas y bencilamidas).

a)

CHs

CHs
NH2 Llpasa CalB /
XCOO_

(R.S)

CHs

CHs X
J\ /l\
\
NH o Lipasa CalB NH2
> /I + XCOO
H20 P
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R)

Figura 7. Tecnologia “Easy on, easy off”, a) Acilacidon enantioselectiva de una
amina (R) en la mezcla racémica (R,S) mediante la lipasa CalB de Candida
antartica. b) hidrdlisis de la amida acilada (R) en el primer paso, transformacion de

la que se obtiene la segunda amina (R) de la mezcla racémica.
2.3 Ustilago maydis

Ustilago maydis es un hongo perteneciente a la division Amastigomycota, que
incluye a los hongos verdaderos; a la subdivision Basidiomycotina, cuyos miembros
se caracterizan por producir esporas en estructuras especializadas llamadas
basidias y a la clase Teliomicetes, que esta formada por parasitos de plantas que
cuentan con esporas de pared gruesa las cuales pueden resistir largos periodos sin
germinar. A los hongos que pertenecen a esta clase se les llama cominmente

Basidiomycetes levaduriformes porque crecen como levaduras en medios de cultivo



en el laboratorio (Griffin; 1981). Atacan principalmente las estructuras
reproductoras de las plantas, pero se les puede encontrar en cualquier parte aérea
de éstas y afectan un gran nimero de angiospermas. En general cada especie tiene
un limitado rango de hospederos (Fisher y Holton; 1957, Duran; 1973).

Existen alrededor de 1100 especies que se han descrito en el género Ustilago
(Alexopoulos y Mims; 1979). U. maydis ataca al maiz (Zea mays) y se caracteriza
por formar esporas lisas, con espinas o reticuladas (Christensen; 1963).

U. maydis produce el carbén comun del maiz (Figura 8), el cual se consume
en México como alimento desde la época prehispanica. EI tumor o agalla que se
forma en la mazorca del maiz fue llamado por los Aztecas «Popoyotl» (maiz
quemado), “Huitlacoche” o “Cuitlacoche” (Christensen; 1963, Kealey y Kosikowski;
1981, De la lIsla; 1984). El huitlacoche se considera originario del hemisferio
occidental, pero en la actualidad tiene una distribucion mundial pues se encuentra
en cualquier parte donde se cultiva maiz (Davis; 1936, Christensen; 1963).

En México la demanda por este alimento tradicional ha aumentado
considerablemente en los Ultimos afios y se ha extendido a otros paises como
Estados Unidos donde se le han asignado diversos nombres como Hongo del maiz,
Trufa Mexicana, Caviar Azteca o Maizteca. El huitlacoche se considera una
exquisitez culinaria y se prepara en gran diversidad de formas (Pataky; 1991).

U. maydis presenta dos tipos de esporas: las teliosporas y las basidiosporas.
Las teliosporas son diploides, de forma esférica a elipsoidal, estas esporas pueden
hibernar largos periodos de tiempo (Shurtleff; 1980). Las basidiosporas o
esporidias se producen por la germinacion de las teliosporas; son tipicamente
haploides, hialinas, fusiformes y elongadas en la base. Ademas se multiplican por
gemacion y son saprofiticas (Christensen; 1963). Durante el ciclo de vida de U.
maydis, las teliosporas germinan produciendo esporidias que infectan la planta de
maiz, inmediatamente después, se forma el micelio dicaridtico que crece y ataca las
zonas meristematicas de la planta. La infeccidon es tipicamente local apareciendo

agallas en cualquier parte aérea de la planta (Christensen; 1963).

Figura 8. Enfermedad del carbén del maiz producida por Ustilago maydis



2.3.1 Lipasas en Ustilago maydis

Algunos autores se han interesado en estudiar en particular las enzimas que
degradan lipidos y su funcién en Ustilago maydis. Se ha postulando que estas
enzimas posiblemente degradan los lipidos de la pared celular de la planta
hospedera en una etapa temprana de la infeccion (Katsivela et al; 1995). Por otro
lado, también se propone que los lipidos representan una sefial para la aparicion de
filamentos en Ustilago maydis (Klose et al; 2004). Asi mismo, la produccion de
lipasas durante el desarrollo de la patogenicidad y en medio de cultivo liquido de U.
maydis también ha sido estudiada.

Recientemente se liberé el genoma completo de Ustilago maydis, surgiendo

con esto la identificacion de varias lipasas putativas en el genoma (Tabla 5).

Tabla 5. Genes de Lipasas hipotéticas identificadas en el genoma de Ustilago

maydis

Genes

um00182
um00637
umo01422
um01854
umO06274
(LipE)
umO02111
uml1i540
uml1026
umll266
umO00271
uml1l1070

De estas lipasas identificadas en el genoma de Ustilago maydis se encontr6
una enzima hipotética interesante por sus caracteristicas estructurales similares a
la lipasa B de Candida antarctica (CalB) con la que posee una similitud del 70% vy
una identidad del 80%. Esta lipasa perteneceria a la clase GX de las lipasas y a la
superfamilia ABH37 de Candida antarctica pudiendo ser el Unico homélogo que
comparta caracteristicas cataliticas con la lipasa CalB. De ahi que el objetivo de
este proyecto se centre en aislarla y caracterizarla como primera etapa, con la
finalidad de conocer sus propiedades y espectro de especificificidad y

sucesivamente hacer un andalisis comparativo con la lipasa B de Candida antarctica.



3.- HIPOTESIS:

La lipasa hipotética LipE de Ustilago maydis es una enzima funcional, capaz de
sintetizar e hidrolizar ésteres con una alta eficiencia y un amplio rango de

especificidad, y con propiedades cataliticas similares a CalB.

4.- OBJETIVO GENERAL:

e Aislar, expresar y caracterizar la lipasa hipotética LipE del hongo Ustilago
maydis (Huitlacoche) con el fin de analizar sus propiedades y compararla
con la lipasa B de C. antartica (CalB), en particular su eficiencia y espectro

de especificidad.

4.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

e Aislar y clonar el cDNA que codifica para la lipasa hipotética LipE.
e Producir la lipasa recombinante en el modelo de E. coli.

e Purificar la enzima LipE expresada heter6logamente.

e Caracterizar la enzima LipE segun su actividad lipasa.

e Caracterizar la enzima LipE segun su actividad de hidrélisis de aminas.



5.- MATERIALES Y METODOS
5.1. CEPAS Y MEDIOS DE CULTIVO

La cepa de Ustilago maydis 521 (a;b;) fue facilitada por la Dra. Regine
Kahmann del Instituto Max Planck en Marburgo, Alemania. Dicha cepa se propag6
en los medios PDB y PDA (Tablas 6 y 7) y también en medio PDB suplementado con
aceite de oliva y coco al 0.1 y 2% respectivamente como medio de induccion.

Como hospederos se utilizaron las cepas DH5a, TOP 10 y Origami DE3 de
Escherichia coli, las cuales se cultivaron en medio YT2X, Luria Bertani (LB) y SOC
(Tablas 8, 9 y 10).

Las cepas de Ustilago maydis fueron liofilizadas y las de E. coli fué preservada

en una solucién de glicerol al 30% (v/v) a -20°C.

Tabla 6. Composicion del medio PDA (Agar Dextrosa y Papa)

Compuesto Concentracion (g/L)

Infusion de papa 4
Dextrosa 20
Agar 15

pH final 5.6-5.8

Tabla 7. Composicion del medio PDB (Caldo Dextrosa y Papa)

Compuesto Concentracion (g/L)

Infusion de papa 4
Dextrosa 20
pH final 5.1-5.3

Tabla 8. Composicion del medio YT2X para la produccion de enzimas
recombinantes en E. coli TOP 10 y Origami DE3.

Reactivo Concentracion (g/L)
Bactotriptona 16
Extracto de levadura 10
NaCl 5
Arabinosa (inductor) 0.02%

Tabla 9. Medio sdlido Luria Bertani (LB) para aislar células de E. coli transformadas

Reactivo Concentracion (g/L)
Bactotriptona 10
Extracto de levadura 5
NaCl 10
Ampicilina” 200 pg/mL
Agar 15

*Antibiotico de acuerdo al gen de resistencia del plasmido insertado para una presion
selectiva



Tabla 10. Medio SOC para la recuperacion de células E. coli después del
tratamiento para transformarlas.

Reactivo Concentracion (g/L)

Triptona 20
Extracto de levadura 5
NaCl 0.5

KCI 2.5mM

MgCl, 10 mM

MgSO, 10 mM

Glucosa 20 mM

5.2 DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA POR MEDIO DE
PARANITRO FENILPALMITATO (pNPP).

El ensayo de actividad lipasa se llevo a cabo midiendo la velocidad de
hidrélisis del paranitro fenilpalmitato (pNPP), definiendo una unidad como la
cantidad de enzima que transforma 1 pmol de sustrato en un minuto.

La técnica consiste en preparar una solucidn stock con los siguientes
componentes: 30 mg del sustrato en 10 mL de isopropanol. A esta mezcla se
agreg6é 90 mL de buffer fosfatos 50 mM a pH 8, obteniendo un volumen final de
100 mL, la cual es una solucién turbia en el caso del pNPP. Para su clarificacion con
la finalidad de medirla en el espectrofotdmetro, se utilizé la metodologia propuesta
por Gupta et al (2002). Esta propuesta sugiere agregar Triton X-100 a la solucién
stock, en este caso a una concentracion de 4%. Una vez clarificada, se agrega la
enzima a las concentraciones deseadas en un volumen de reaccion de 0.5 mL y se
incuba a 37, 40 o0 50°C segun la enzima analizada.

La absorbancia se monitore6é a 410 nm a lo largo del tiempo utilizando como
blanco la solucién stock clarificada e incubada sin la presencia de la enzima y, como
control, el buffer de replegamiento utilizado en el caso de la mediciéon de actividad
para cuerpos de inclusion (apartado 5.6).

Para obtener las unidades de la actividad lipasa se correlacion6 el coeficiente
de extincion del pNPP con la pendiente obtenida de los datos de absorbancia

detectada a lo largo del tiempo.

5.2.1 Induccién y caracterizacion de la actividad lipasa en Ustilago

maydis 521

Debido a que la lipasa de interés LipE es extracelular, se procedié a
monitorear la actividad en el medio de cultivo del hongo a lo largo del tiempo,

mediante la técnica de hidrdlisis del pNPP antes descrita.



El cultivo de Ustilago maydis se realizé de la siguiente manera: se crecié a U.
maydis en medio PDB agregandole una mezcla de aceite de olivay coco al 0.1 y
2% respectivamente. U. maydis 521 se cultivd en matraces de 250 mL con un
volumen de 70 mL de medio de cultivo en condiciones de 30°C y a 250 rpm. En
cada uno de estos matraces se inocularon 100 pl de un preinéculo el cual consiste
en un cultivo de U. maydis con 12 h de incubacién. Durante el cultivo se monitore6

también la densidad 6ptica.

5.3. AISLAMIENTO DEL cDNA QUE CODIFICA PARA LA LIPASA LipE.
5.3.1 Extraccion de RNA de Ustilago maydis

La extraccion de RNA se llevé a cabo utilizando células de Ustilago maydis 521
crecidas en medio PDB e inducidas con una mezcla de aceite de oliva y coco de 6
dias de fermentacion a 30°C y 200 rpm.

Para este proceso se utilizé el protocolo del Kit Aurum Total RNA mini Kit, el
cual propone el empleo de liticasas para romper la pared celular. Este protocolo fué
modificado optimizando la ruptura celular por medio de maceracion del tejido
congelado en nitrégeno liquido seguido de un tratamiento de agitacion con perlas
de vidrio previamente esterilizadas con acido nitrico y agua con Dietil pirocarbonato
(DEPC) al 1%. El RNA obtenido fue separado en un gel de agarosa al 1% en buffer
Acido mofolino propano sulfénico (MOPS) con formaldehido; el gel se corrié durante

30 min a 40 volts.

5.3.2 Disefio de oligonucledtidos especificos

Para disefiar los oligonucleétidos que permitan la amplificacion del gen LipE,
se partié de la secuencia del gen LipE en el genoma de Ustilago maydis de la cual
se elimind el péptido sefial predicho por medio del programa signallP
(http://www.cbs.dtu.dk/services/SignallP) debido a que los vectores seleccionados
para clonar y expresar en E. coli ya cuentan con un péptido sefal para este
microorganismo. Con esta informacion, se construyé un mapa de sitios de
restriccion de cada vector y se seleccionaron las enzimas de restriccion a utilizar de
acuerdo con lo que se resume en la tabla 11.

Los sitos de restriccion fueron incluidos en el disefio de los oligonucleétidos,
los cuales fueron sintetizados y purificados en la Unidad de Sintesis de

Oligonucledtidos del Instituto de Biotecnologia de la UNAM.



Tabla 11. Secuencias de oligonucleétidos utilizados para la amplificacion del gen

LipE.
Lugar de Nombre del oligo Secuencuencia Sitio de ™
alineacion restriccion *
57 (directo) EcLipENcolFw CCG CCA TGG GCA CCG CTC GCC AGT TCC Ncol 94
3" (reverso) EcLipEEcoORIRv CGG GAA TTC ATT GAT CGT TCC AGA GCA CG EcoRlI 88

*TM calculada
5.3.3 Reaccion de la Reverso Transcriptasa (RT)

Para la reaccion con la RT se utilizaron las siguientes condiciones de acuerdo

al manual ROCHE con 2 oligonucleétidos diferentes (Tablas 12 y 13).

Tabla 12. Mezclas utilizadas para la reaccion de la reverso transcriptasa.

Mezcla 1

Oligo 1 pl (a una concentracion de

50 pg/mL)
RNA 5 pl
Vf 12 ul
Buffer 4 ypl
Dtts 2 pl
dNtps 1 pl
\i 7 ul

Tabla 13. Oligonucledtidos utilizados para la reaccion de RT para obtener el cDNA

del hongo Ustilago maydis

Nombre secuencia

Oligonucleotido de GCG AGC ACA GAA TTA ATA CGA CTC ACT ATAGGT TTTTTT

TA TTTTTT TTT VN
Oligonicledtido de TTTTTTTTTTTT TT VN
TC

La mezcla 1 se puso a calentar a 70°C por 10 minutos. Pasado ese tiempo se
enfrié a 4°C por otros 5 minutos, posteriormente se agregaron los 7 yl de la mezcla
2 y se incubd a 42°C durante 2 minutos después de lo cual se agregé 1 pl de
enzima (reverso transcriptasa). La mezcla final se incub6 a 37°C durante 1 h,
después de lo cual se obtuvo el cDNA y se almacend a 10°C.

Este procedimiento se resume en el esquema siguiente:



Mezcla 1 Mezcla 2 TR

5 min

10 min

Figura 9. Esquema general para la obtencion de cDNA mediante la reaccién con la

transcriptasa reversa

5.3.4 Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) del cDNA de Ustilago

maydis

Para la amplificacion del cDNA de la lipasa LipE se utilizé la enzima Taq
polimerasa (Invitrogen) que deja un residuo adenina (A) en los extremos del
fragmento amplificado que servira para la posterior clonaciéon. De manera general
las reacciones se llevaron a cabo en 25 pL con 100uM de dNTP”s, 20pM de cada
uno de los oligonucleétidos, 0.75mM de Mg?®*, 1X del buffer indicado por el
proveedor de la enzima y completando el volumen con agua tetradestilada. Para
evaluar las mejores condiciones de temperatura de alineamiento de los
oligonucledtidos para con el templado, se realiz6 una PCR bajo gradientes de
temperatura de 54.2, 55.9, 58.2, 60.2, 62 y 62.2°C. Las reacciones se realizaron
en un termociclador Touchgene Gradient (TECHNE). En la tabla 14 se resumen los

programas utilizados para amplificar los diferentes fragmentos de LipE.

Tabla 14. Esquemas de los programas utilizados para la amplificacion del gen que

codifica para la enzima LipE.

Caracteristicas Programa

Amplificacion de LipE

35 ciclos

94°C !
! 1:10

094°C 730(C E 72°C

Amplificacion de LipE
con gradiente de

E 35 ciclos
temperatura 94°C !

24°C  s¢c  72°C @ T2°C

1:10

Terminada la reacciéon, el DNA amplificado fue separado por electroforesis (Bff
TAE 10X, EDTA 18.61%, Tris 48.4% y &cido acético 11.42% pH 8.11 filtrado y

diluido a 0.5X) en gel de agarosa al 0.8% y revelado con bromuro de etidio diluido



1:1000. Las concentraciones de los reactivos y las condiciones generales
mostradas en la tabla 14 fueron utilizadas para las posteriores amplificaciones.
Los productos de PCR obtenidos se purificaron utilizando el kit High Pure PCR

Product Purification (ROCHE) siguiendo las instrucciones del proveedor.
5.3.5 Extraccion y PCR de DNA cromosomal

Para extraer el DNA cromosomal, se utilizé el Kit Microbial DNA Isolation Kit
de Qiagen cuyo protocolo no fue modificado.

Una vez obtenido el DNA se utiliz6 como templado para la reaccion de PCR la
cual se realizé con la enzima Taq polimerasa y con el gradiente de temperaturas
antes mencionadas. El programa utilizado para ésta amplificacion fue el mismo que

el utilizado para previas PCRs.
5.4.- CLONACION DEL cDNA de LIPE
5.4.1 Vectores de expresion

Para la construccion de los plasmidos recombinantes se utilizaron los vectores
pBAD /TOPOR Thio Fusion Expresién (Invitrogen) y Cold Shock Expression System
pColdl DNA (Takara).

El vector pBAD se encuentra linealizado y tiene en ambos extremos residuos
Timinas (T) y una topoisomerasa que une a las T con los residuos de Adenina (A)
que deja la polimerasa Taqg en la amplificacion de los genes a insertar. Ademas
contiene un gen de resistencia a ampicilina util para la seleccion de colonias
positivas, un origen de replicacion, un promotor que se induce por arabinosa el cual
promueve la transcripcion del gen clonado y un dominio tiorredoxina el cual ayuda
al plegamiento correcto del gen clonado.

El fragmento LipE fue también clonado en el vector pColdl, el cual es un
sistema de expresion favorecido por un choque térmico y contiene un promotor
Lacl inducible por IPTG, un gen de resistencia a ampicilina y una etiqueta de
histidinas. Este fragmento fue clonado por medio de ligacibn con enzimas de
restriccion, las ligasas utilizadas fueron Quick ligasa (Invitrogen) y la ligasa T4
(Fermentas).

Como control positivo de la expresion se utilizd6 a CalB clonada en el vector
Cold Shock Expression System pColdlll DNA (Takara) el cual fue proporcionado por
la Dra. Magali Remaud-Simeon del Laboratorio de Biotecnologia y Bioprocesos de la
Universidad de Toluse, Francia. Las caracteristicas de los vectores utilizados se

resumen en la tabla 15.



Tabla 15. Vectores de expresion utilizados en el desarrollo del proyecto

Vector Promotor Gen de resistencia Inductor
TOPO pBAD Ara Ampicilina Arabinosa
pColdl Lacl Ampicilina IPTG
pColdlll Lacl Ampicilina IPTG
pGro7 Ara Cloranfenicol Arabinosa

Los plasmidos fueron conservados a -20°C.

5.4.2 Transformacioén en E. coli

Las cepas de E. coli DH5a, TOP 10, Origami DE3 sensibilizadas eléctricamente

(electro-competentes) fueron transformadas por un choque eléctrico bajo las
siguientes condiciones: Una suspension celular electro-competente (50 pL) se puso
en contacto con 1 pL de la ligacién tanto del vector TOPO pBAD como del pColdl
con el gen de interés LipE (la ligacion contiene una relacion 1:4 vector-inserto) 6 1
ML también del plasmido pColdlll que expresa la proteina CalB. Las mezclas
anteriores se incubaron en hielo durante 15 minutos antes de ser sometidas a un
choque eléctrico. Inmediatamente después del choque, las células transformadas
de E. coli se regresaron al hielo. Finalmente, las células se recuperaron
cultivandolas en 1mL de medio SOC a 37°C y 250rpm durante 1 hora.

Una vez pasado el tiempo de recuperacion, el contenido celular fue distribuido
en placas de agar LB/ampicilina 100 pg/mL o LB ampiclina/cloranfenicol (100, 30
Mg/MI respectivamente), segun el caso, plaqueando 5, 20, 50, 100, 200 y 400 pL.
Dichas placas se incubaron a 37°C por 12 horas para lograr el aislamiento de

colonias.

5.4.2.1 Transformacion de E. coli Origami DE3 con la chaperona GroEL

Se sensibilizaron eléctricamente células de E. coli Origami DE3 que contienen
el plasmido pGro7 el cual codifica para la chaperona GroEL proveniente del kit
Chaperone plasmad set (Takara) y se cotransformaron con el plasmido TOPO pBAD
6 pColdl con el gen que codifica para las lipasas LipE y pColdlll con el gen de CalB
respectivamente. Estas transformaciones se realizaron de acuerdo con la
metodologia antes mencionada. Las colonias positivas se aislaron en placas de agar

LB conteniendo ampicilina 100 ug/mL y cloranfenicol 30 ug/mL.

5.4.3 Extraccion de plasmido por columna de células de E. coli

La extraccion de plasmido se hizo a partir de cultivos de 12 horas y se utilizé
el Kit High Pure Plasmid Isolation de ROCHE Diagnostics GmbH siguiendo las

instrucciones del fabricante. Los plasmidos aislados se utilizaron para



transformaciones posteriores de células y se analizaron mediante digestion con

enzimas de restriccion y secuenciacion.

5.4.4 Verificacion de clonas positivas y analisis de orientacion del gen

insertado

5.4.4.1 Empleo de oligonucledtidos especificos

La amplificacion por PCR de los genes insertados en los vectores se llevaron a
cabo utilizando el juego de oligonucleétidos especificos para cada gen de manera
que se verificara la presencia del gen completo. Para este ensayo se extrajeron los
plasmidos de las colonias de E. coli. Un oligonucledétido del vector y uno del gen de
interés se utilizaron para saber la direccion del inserto dentro de los vectores

seleccionados.

5.4.4.2 Empleo de enzimas de restriccion

Otra forma de comprobar la presencia del gen en el vector es por medio de la
digestion de sitios especificos con enzimas de restriccion. Dichos sitios fueron
insertados en el inicio y final de los genes con ayuda de los oligonucleétidos
disefiados (Tabla 11). La digestion se llevd a cabo 12 h a 37°C en un volumen de
20 pL.

5.4.4.3 Secuenciacion del inserto

Las secuencias obtenidas se realizaron en un secuenciador automatico Applied
Biosystem 3100 en la Unidad de Secuenciacion Automatica de DNA del Instituto de
Biotecnologia de la UNAM.

Las secuencias fueron analizadas con el programa BLAST de la pagina National

Center For Biotechnology Information (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast)

5.5.- EXPRESION HETEROLOGA DE LA PROTEINA EN E. COLI

5.5.1 Perfil de expresion de la proteina LipE utilizando la construccion
pBadLipE

Para lograr identificar la concentracion de arabinosa 6ptima de induccién para
la expresion de la proteina con el plasmido Topo pBad, se propagaron las células de
E. coli origami DE3 en 5 mL de caldo YT2X ampicilina 100 pg/mL, 12 h a 37°C y
200 rpm como preinéculo. Este cultivo se utilizé para inocular al 5% una serie de 4

tubos con un volumen final de 5mL de caldo YT2X ampicilina 100 pg/mL y



diferentes concentraciones de arabinosa (0, 0.2, 0.02 y 0.002%), posteriormente
se incubaron a 20°C y 250 rpm por 4 horas.

Las células fueron separadas del sobrenadante por centrifugacion a 6300 rpm
durante 10 minutos a 4°C. Estas se lavaron 3 veces con buffer de fosfatos 50mM
pH 8 y por dltimo se centrifugaron a las mismas condiciones mencionadas para
recuperar la pastilla celular. Esta pastilla se resuspendié en 700 uL del buffer
fosfatos antes mencionado. Las células resuspendidas en 700 puL de buffer de
fosfatos 50 mM pH 8 se rompieron mediante liticasas. La solucidon se centrifugé a
14,000 rpm por 5 minutos a 4°C para separar las proteinas insolubles y el detritus
celular de las proteinas solubles. Finalmente ambas partes se mantuvieron en
refrigeracion a 4°C.

Una vez hecho el perfil de expresion, se selecciond la concentracion de 0.02%
de inductor para posteriores expresiones con mayor volumen de fermentacion. Los
cambios realizados fueron los siguientes: a partir de células almacenadas en
glicerol al 30% se propagd un preinéculo en un matraz de 250 mL con 50 mL de
medio YT2X con antibiético 100 pyg/mL. Los 50mL del cultivo anterior sirvieron
como indculo para un matraz tipo Fernbach (2.8L) con 950 mL de medio YT2X
suplementado con 100 pug/mL del antibiético necesario para cada vector utilizado.

Este medio se dejo creciendo a 37°C y 250 rpm hasta alcanzar una densidad
Optica a 600 nm de 0.5, momento en que se procedidé a la induccion. La ruptura
celular se realizé aplicando una presion de 1200 psi para lo cual se utilizé la prensa
de French con una celda de una capacidad de 10 mL o en su defecto, las células se
rompieron por sonicacion durante 3 periodos de 10 segundos. De igual forma los
restos celulares fueron separados de su parte soluble por centrifugaciéon a 6300

rpm por 15 min a 4°C.

5.5.2 Expresion de las proteinas LipE y CalB con las construcciones

pColdILipE y pColdlIllCalB

Para expresion de las proteinas LipE y CalB con los plasmidos pColdl y
pColdlll respectivamente se utilizd la cepa de E. coli origami DE3. La primera etapa
consistié en un crecimiento celular hasta alcanzar 0.5 de densidad 6ptica (como se
describe anteriormente). Posteriormente, se agregd IPTG a una concentracion final
de 1 mM como inductor en medio LB. Las células se cultivaron a 15°C y 180 rpm
por 24 horas.

Una vez pasado ese tiempo, las células fueron separadas del sobrenadante
por centrifugacion a 6300 rpm durante 10 min y lavadas 3 veces con buffer de

fosfatos 50 mM pH 8.



Finalmente, para lograr la liberacion de las enzimas de la cavidad
citoplasmatica de las células de E. coli, se resuspendio la pastilla celular en 10 mL
del mismo buffer de lavado y se sonicé en frio utilizando un sonicador Branson

Sonifier 250 con 3 pulsos de 10 segundos con descansos de 30 segundos.

5.5.2.1 Expresion de las proteinas LipE y CalB con la chaperona GroEL

Para la expresion de las proteinas de interés LipE y CalB con la chaperona
GroEL se sigui6 el procedimiento mencionado anteriormente con la diferencia de
que el medio LB fue suplementado en todo momento de la inducciéon con la mezcla
de 2 antibidticos ampicilina y cloranfenicol respectivamente a las concentraciones

antes descritas.

5.5.3 Identificacion y cuantificacion de las proteinas recombinantes

5.5.3.1 Electroforesis de proteinas

Las proteinas tanto del extracto soluble como de los sélidos celulares fueron
separadas por electroforesis en gel de 1 mm de espesor de poliacrilamida en
condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE) de acuerdo al método de Laemmli
(1970).

Se empled una camara Migthy small Il. Para preparar el gel concentrador se
utilizaron: agua 1.4 mL, bisacrilamida 30% 0.33 mL, Tris pH 6.8 1M 0.25 mL, SDS
10% 0.02mL, persulfato de amonio al 10% 0.02mL y N,N,N,N™-
Tetrametilendiamina 0.002mL y como gel separador se utilizé un gel a 12% de
concentracion el cual contenia para su preparacion agua 3.3 mL, bisacrilamida 30%
4.0 mL, TrispH 8.8 1.5 M 2.5 mL, SDS 10% 0.1 mL, persulfato de amonio al 10%
0.1 mL y N,N,N,N”-Tetrametilendiamina 0.004mL. La preparacion de las muestras
consistié en la adicion de una solucion desnaturalizante por 5 minutos (Tris-HCI
0.125M pH 6.8, SDS 4%, glicerol 20%, y azul de bromofenol 0.05%). Para la
separacion se utilizaron 15mA en la migracion.

Finalmente el gel fue tefiido con azul de coomassie y destefiido para visualizar
la proteina. La metodologia para la tincidon y visualizacion de la proteina se resume

en la tabla 16.

Tabla 16. Soluciones y condiciones para visualizar proteinas en geles de acrilamida

Solucién Compaosicion Tiempo
Solucién tefidora Acido acético 10%, metanol 30% y 20 minutos
azul de Coomassie al 0.2%
Solucién destefidora | Metanol al 50%, acido acético al 10%) 20 minutos

Solucién destenidora Il Metanol al 5%, acido acético al 1% indefinido




5.5.3.2 Técnica de Western Blot

Después de la separacion por electroforesis, se procedi6 a transferir las
proteinas del gel de acrilamida a una membrana de nitrocelulosa. este
procedimiento se realiz6 mediante western blot, cuyo protocolo se resume de la
siguiente manera:

El gel se colocé sobre una membrana de nitrocelulosa entre papeles filtro de
celulosa previamente humedecidos con un buffer de transferencia (Tris 25mM,
Glicina 192 mM, SDS 0.1% y metanol 20%). Posteriormente se les sometié a un
campo eléctrico de 150 mA durante 1 h y 30 min. Una vez transcurrido ese tiempo,
se procedi6 a bloquear la membrana con buffer fosfatos 50 mM pH 6 y 0.05% de
leche descremada durante toda la noche a 4°C. Seguidamente, la membrana se
lavé en repetidas ocasiones con buffer fosfatos y tween 80.

Cuando la membrana estuvo bien lavada, se le agregd el anticuerpo anti-
histidinas y se dejo en contacto. Finalmente la membrana fue tefiida con TMB el

cual es cromoégeno revelador del anticuerpo.

5.5.3.3 Cuantificacion de proteina

La determinacion de proteina se realiz6 por el método de Bradford (1976)
utilizando el kit Bio-Rad protein assay CA 94547 en el sobrenadante recuperado
después del prensado en la extraccion (extracto enzimatico). Se utiliz6 como patron

albumina sérica bovina (fraccion V, SIGMA).

5.6.- PURIFICACION, SOLUBILIZACION Y REPLEGAMIENTO DE LOS
CUERPOS DE INCLUSION

5.6.1 Replegamiento de los cuerpos de inclusién por medio del kit Pro-

Matrix™ Protein Refolding Guide.

Para la purificacion de los cuerpos de inclusion (Cl) provenientes de la
expresion de la contruccion pBadLipE, se utiliz6 el reactivo BugBuster Protein
Extraction Reagent (Novagen) siguiendo con la metodologia sugerida por el
proveedor. Los Cl después del proceso de purificacion se analizaron en un gel de
acrilamida para verificar su calidad. Seguidamente, esta pastilla se solubiliz6 por
medio del método descrito en el Current Protocols of Protein Science (2007), el cual
sugiere solubilizar los ClI en una solucién de cloruro de guanidina (GnHCI) 8 M
seguido de una ultracentrifugacion a 100 000 rpm para separar todas las particulas

que no pudieron ser disueltas en el paso anterior.



Una vez puros y solubles, los ClI se replegaron mediante el kit Pro-Matrix™
Protein Refolding Guide (PIERCE) el cual sugiere utilizar una matriz con las
condiciones de replegamiento que se resumen en la tabla 17 y 18.

Las 18 reacciones fueron dejadas en agitacion 18 h a 4°C después de lo cual
se verificd su actividad por medio de la técnica de para-nitro fenilpalmitato (pNPP),
el cual se describe en el apartado 5.2, para corroborar el replegamiento correcto de

la proteina LipE.

Tabla 17. Matriz de condiciones probadas en el replegamiento de la proteina a
partir de los Cl obtenidos de la fermentacién con E. coli origami DE3.

Tubo# Base refolding 100 mM 200 mM 100 mM H,O Proteina

buffer (900ul) EDTA (pl)  GSH (pl)  GSSG (ul)  (ul) 1mg/mL

stock (pl)
1 1 10 10 2 28 50
2 2 10 10 4 26 50
3 3 10 5 10 25 50
4 4 10 10 4 26 50
5 5 10 5 10 25 50
6 6 10 10 2 20 50
7 7 10 5 10 25 50
8 8 10 10 2 28 50
(¢] 9 10 10 4 26 50

Tubo# Base refolding 100 mM 200 mM 100 mM H,O Proteina

buffer (900pl) EDTA (ul) GSH (pl) GSSG (ul)  (ul) 20mg/mL

stock (pl)
10 1 10 10 2 28 50
11 2 10 10 4 26 50
12 3 10 5 10 25 50
13 4 10 10 4 26 50
14 5 10 5 10 25 50
15 6 10 10 2 20 50
16 7 10 5 10 25 50
17 8 10 10 2 28 50
18 9 10 10 4 26 50

Tabla 18. Composicion de Buffers utilizados para el replegamiento de LipE.

Buffer# Compaosicion

1.1 M guanidina, 55 mM Tris, 21 mM NaCl, 0.88 mM KCI; pH 8.2
1.1 M guanidina, 440 mM L-Arginina, 55 mM Tris, 21 mM NacCl, 0.88 mM KClI;
pH 8.2
1.1 M guanidina, 880 mM L-Arginina, 55 mM Tris, 21 mM NacCl, 0.88 mM KClI;
pH 8.2

1 55 mM Tris, 21 mM NacCl, 0.88 mM KCI; pH 8.2

2 440 mM L-Arginina, 55 mM Tris, 21 mM NacCl, 0.88 mM KCI; pH 8.2

3 880 mM L-Arginina, 55 mM Tris, 21 mM NaCl, 0.88 mM KCI; pH 8.2

4 550 mM guanidina, 55 mM Tris, 21 mM NaCl, 0.88 mM KCI; pH 8.2

5 550 mM guanidina, 440 mM L-Arginina, 55 mM Tris, 21 mM NacCl, 0.88 mM
KCI; pH 8.2

6 550 mM guanidina, 880 mM L-Arginina, 55 mM Tris, 21 mM NacCl, 0.88 mM
KCI; pH 8.2

7

8

9




5.6.2 Replegamiento de los cuerpos de inclusibn por medio de

diluciones sucesivas con cloruro de guanidina (GnHCI).

Después de la etapa de purificacion y de la solubilizacién de los cuerpos de
inclusion con 8 M de GnHCI, se procedi6 a replegar a 4°C dializando esta solucion
protéica contra soluciones de molaridad decreciente en forma sucesiva como se
muestra en la figura 10. Cada etapa del experimento se llevé a cabo en agitacion

continua durante 3 h.

8M GnHCI
tris HCl pH 8

6 MGnHCl | -, - i gl i
4 M GnHCI 7 -Ew B

2 M GnHCI
400 mM Arg

" om 1=
5 ! o
.5 |@le
1 M GnHCI
400 mM Arg ~
400 mM Arg

Figura 10. Esquema de la didlisis sucesiva para el replegamiento de los cuerpos de

inclusion

5.6.3 Replegamiento de los cuerpos de inclusidon en presencia de

ditiotetriol y a pH acido (pH 4).

El replegamiento se llevd a cabo siguiendo el protocolo descrito por
Estrada et al (2007) en el cual se solubilizan los cuerpos de inclusiéon con cloruro de
guanidina 6M en buffer fosfatos 50 mM pH 4 suplementado con ditiotetriol (DTT) en
una relacién 1:20.

Después de solubilizar la proteina, se procedi6 a replegarla diluyendo a 2M
de cloruro de guanidina. La mezcla se ultrafiltré para quitar el DTT de la solucién.
Posteriormente se realiz6 una segunda etapa de ultrafiltracion con una solucién de
guanidina 2M adicionada con 0.1 mM de glutation oxidado y 1mM de glutation
reducido pH 8, la proteina se dej6 en este buffer para su replegamiento por 12 h al

término de las cuales se midi6é actividad enzimatica.



5.7.-CARACTERIZACION DE LAS ENZIMAS RECOMBINANTES

La caracterizacion enzimatica y bioquimica de las enzimas LipE y CalB, se llevo
a cabo con los extractos celulares de E. coli origami DE3 en las condiciones
descritas en el apartado 5.5.2.

La medicion de la actividad se realiz6 siguiendo la hidrélisis del pNPP tal como

se describe en la seccién 5.2.

5.7.1 Perfil de temperatura y pH

Para obtener los perfiles de temperatura y pH tanto de la enzima LipE como
del control CalB, se tomaron los extractos enzimaticos celulares y se procediéo a
medir la actividad de los mismos a diferentes temperaturas (20, 30, 40, 45, 50, 55,
60 y 70°C) manteniendo el pH constante en 8. Una vez determinada la temperatura
Optima para cada caso, se procedié a medir actividad a diferentes pHs (5, 6, 7, 8, 9
y 10) manteniendo en este caso la temperatura constante a 40 y 50 °C para LipE y

CalB respectivamente .

5.7.2 Termoestabilidad

En este experimento se ensayaron 5 temperaturas diferentes (40, 45, 50, 55
y 60°C). El extracto proveniente de E. coli con la enzima de interés en buffer
fosfatos pH 8, 50 mM se colocd en un bafio con agitacion orbital (200 rpm) a las
temperaturas antes mencionadas, se tomaron alicuotas a diferentes tiempos de

incubacion y se procedid a medir actividad enziméatica con el pNPP.

5.7.3 Determinacion de la energia de activacion y desactivacion.

El ensayo de determinaciéon de la energia de activacion se llevd a cabo
midiendo la actividad enzimética del extracto tanto de LipE como de CalB a
diferentes temperaturas (30, 35, 40, 45, 50) mientras que la energia de
desactivacion se obtuvo a partir de los valores obtenidos en el ensayo de
termoestabilidad. Los datos se procesaron aplicando la ecuacién de Arrhenius que

especifica que Lnk= LnAy-EA/RT.



5.7.4 Efecto de la concentracion de sustrato

Para estudiar el efecto de la concentracién del sustrato sobre la actividad de la
enzima de interés LipE y de CalB expresadas en este sistema, se midieron las
velocidades iniciales a diferentes concentraciones de pNPP (0.2, 0.4, 0.6, 0.8, 1,
1.2 y 1.4 mM). Para ambos casos se utilizaron 200 uL de extracto enzimatico con
una concentracion proteica de alrededor de 8 mg/mL, a un pH de 8 y una

temperatura de 40 y 50°C para LipE y CalB respectivamente.

5.7.5 Hidrdlisis de la capsaicina

Este ensayo se realizé en viales con 5 mL de mezcla de reaccién a 45°C, con
agitacion magnética en un sistema acuoso, utilizando el extracto enzimatico soluble
de LipE y CalB con una actividad de 1 U/mL. La concentracion total de capsaicina
utilizada fue de 1.5 mM formando una mezcla bifasica. La reaccion se dejo
transcurrir durante 164 h al término de las cuales se tomé una muestra y se
centrifugé a 13000 rpm durante 3 min.

Las muestras se analizaron por cromatografia en capa fina (CCF) para la cual
se utilizé la técnica de elucidon ascendente unidimensional. Como fase estacionaria
se emplearon las placas ALUGRAM SIL G/UV,s, con silica gel 60 de 8X10 cm y
espesor de 0.25 mm (Macherey-Nagel).

Como eluyente se utiliz6 una mezcla de acetonitrilo/acido acético acuoso al
1% (40:60) v/v y como revelador del producto de reaccion vainillilamina, se utilizd
ninhidrina la cual presenta un color amarillo intenso tal como ocurre con el
aminoéacido prolina (Hames et al; 1997) con un R 0.81. Como controles positivos
de esta reaccion se utilizaron las formas comerciales de CalB soluble (Novozym

525) e inmobilizada (Novozym 435).



6.- RESULTADOS Y DISCUSION:

6.1. IDENTIFICACION Y CARACTERIZACION IN SILICO DEL GEN QUE
CODIFICA PARA LA PROTEINA lipE

Mediante busquedas en bases de datos se identificod, en el genoma de Ustilago
maydis 521, un marco de lectura abierto propuesto para proteina hipotética, cuyo
perfil de identidad, encontrado con el programa BLAST
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast), mostré una identidad del 70% y una
similitud del 80% con la lipasa B aislada de Candida antarctica (CalB) como se

muestra en la figura 11, donde se muestran los aminoéacidos cataliticos en rojo.

CalB |CAA83122.1]| MKLLSLTGVAGVLATCVAATPLVKRLPSGSDPAFSQPKSVLDAGLTCQGA
LipE |EAK81756.1] MKTTSVISALVTLASIIRAAPLAS ————— SDPAFSTPKATLDAGLECQTG
CalB |CAA83122.1] SPSSVSKPILLVPGTGTTGPQSFDSNWIPLSTQLGYTPCWISPPPFMLND
LipE |EAK81756.1] SPSSQTKPILLVPGTGANGTQTFDSSWIPLSAKLGFSPCWISPPPFMLND
CalB |CAA83122.1]| TQVNTEYMVNAITALYAGSGNNKLPVLTWSQGGLVAQWGLTFFPS IRSKV
LipE |EAK81756.1] SQVNVEYIVNAVQTLYAGSGSKKVPVLTWSQGGLATQWALTFFPSIRNQV
CalB |CAA83122.1] DRLMAFAPDYKGTVLAGPLDALAVSAPSVWQQTTGSALTTALRNAGGLTQ
LipE |EAK81756.1] DRLMAFAPDYKGT IEAGLLSTFGLASQSVWQQQAGSAFVTALKNAGGLTS
CalB |CAA83122.1] IVPTTNLYSATDEIVQPQVSNSPLDSSYLFNGKNVQAQAVCGPLFVIDHA
LipE |EAK81756.1] FVPTTNLYSFFDEIVQPQVFNSDADSSYLGNSKNIQAQTVCGGFFVIDHA
CalB |CAA83122.1] GSLTSQFSYVVGRSALRSTTGQARSADYG I TDCNPLPANDLTPEQKVAAA
LipE |EAK81756.1] GSLTSQFSYVVGKSALTSSSGVANSADYSSKDCKASPADDLSAKQKADAS
CalB |CAA83122.1] ALLAPAAAATVAGPKQNCEPDLMPYARPFAVGKRTCSGIVTP

LipE |EAK81756.1] ALLFVAAGNLLAGPKQNCEPDLKPYARQFAVGKKTCSGTIN—

FkKk Kk - *hhk SkKkk -

Figura 11. Analisis de comparaciéon de secuencias entre CalB (Candida antarctica)

LipE (Ustilago maydis) realizado con el programa Clustal W

Este analisis nos dio un primer acercamiento a la identidad de ambas
proteinas. Como se puede observar, hay regiones completas (representadas con
asteriscos) en la que los aminoacidos de ambas enzimas estan conservados, como
es el caso con los aminoéacidos de la triada catalitica. Debido a estos resultados y
con el fin de caracterizar la homologia entre ambas enzimas de manera mas
precisa, se hicieron analisis de estructura secundaria y modelamiento por

homologia.



6.1.2 Analisis de estructura secundaria

Se realizé un andlisis in silico de la estructura secundaria de ambas enzimas
encontrandose que también a este nivel ambas enzimas son similares.

El punto mas importante a resaltar en este analisis es que las estructuras de o
hélice y las ldminas B se encuentran conservadas. Estos resultados se pueden

apreciar en la figura 12.

CalB: 1 LPSGSDPAFSQPKSVLDAGLTCQGASPSSVSKPIL 35
LipE: PLASSDPAFSTPKATLDAGLECQTGSPSSQTKPIL

CalB: 36 PGTGTTGPQSFDSNWIPLSTQLGYTPCWISPPPFMLNDTQVNTEYMVNAI TALYAGSG 95

LipE: LVPGTGANGTQTFDSSWIPLSAKLGFSPCWISPPPFMLNDSQVNVEY 1VNAVQTLYAGSG

CalB: 96 NNK SQGGLVAQWGLTFFPSIRSKVD APDYKGTVLAGPLDALAVSAPSVW 155
LipE: SKKVPVLTWSQGGLATQWALTFFPSIRNQVDRLMAFAPDYKGTIEAGLLSTFGLASQSVW
CalB: 156 QQTTGSALTTALRNAGGLTQIVP ATDE I'VQPQVSNSPLDSSYLFNG AV 215
LipE: QQQAGSAFVTALKNAGGLTSFVPTTNLYSFFDE I VQPQVFNSDADSSYLGNSKN IQAQTV

CalB: 216 CGPLFVIDHAGSLTSQFSYVVGRSALRSTTGQARSADYGITDCNPLPANDLTPEQKVAAA 275
LipE: CGGFFVIDHAGSLTSQFSYVVGKSALTSSSGVANSADYSSKDCKASPADDLSAKQKADAS

CalB: 276 ALLAPAAAATVAGPKQNCEPDLMPYARPFAVGKRTCSGIVTP 318
LipE: ALLFVAAGNLLAGPKQNCEPDLKPYARQFAVGKKTCSGTIN-

Figura. 12. Andlsis de estructura secundaria entre CalB y LipE. Violeta: a hélice,
Verde: l&minas B, Naranja: motivo GX implicado en el agujero oxianion, Rojo:
Triada catalitica, Azul: cistéinas implicadas en los puentes disulfuro, Negritas:

aminoacidos del sitio activo, Subrayado: el dominio de tapa, G39: sitio de fijacion

de grupos medianos de un alcohol secundario, N74: sitio putativo de glicosilacion
D134, T138, Q157, 1189, V190: sitio de union a acido graso.

En la figura 12 también se puede observar que tanto los aminoacidos del sitio
activo como los del agujero oxianién estan conservados en la enzima de interés
LipE, lo cual es de gran importancia ya que esto nos da un indicio de que el
mecanismo de reaccion para ambas enzimas es similar.

También se puede identificar los aminoacidos del denominado dominio de
tapa, el cual es un elemento movil que se encuentra conservado en las lipasas. Este
dominio es el encargado de exponer al sitio activo para la catalisis cuando la lipasa
se encuentra en una interfase agua-aceite (activacion interfacial). Como se ha
sefialado en el caso particular de CalB, esta tapa se encuentra siempre abierta. En
este andlisis se puede observar que este dominio se encuentra en ambas enzimas,
sin embargo, en LipE existe una mutacion de Prolina por Leucina que podria tener

repercusiones en la movilidad. Cabe hacer mencién que las 6 cisteinas involucradas

en los tres puentes disulfuro de CalB, también estan presentes en LipE. Esta



caracteristica es importante debido a que las lipasas de organismos eucariontes
generalmente contienen numerosos puentes disulfuro. La organizacion estructural
correcta de estos puentes es crucial para mantener la estructura y la funcionalidad
de la enzima.

Otro aspecto encontrado en este andlisis es el posible sitio de glicosilacion que
se muestra en la figura, sin embargo, este no pareciera ser un aspecto importante
para la actividad debido a que ya se ha reportado le exprecion heterologa de CalB
en organismo que son incapaces de generar modificaciones postraduccionales como
es el caso de las glicosilaciones, sin afectar la actividad de CalB.

Debido a la similitud en estructura secundaria, se realiz6 un modelamiento por
homologia con el objetivo de comparar ambas enzimas en cuanto a su estructura

terciaria.

6.1.3 Modelamiento por homologia

Se realizaron modelamientos por homologia de LipE con la estructura ya
reportada de CalB. Se observé que, como consecuencia de las pocas diferencias en
estructura primaria, los residuos cataliticos y los que le proveen estabilidad a los
intermediarios de reaccion (agujero oxianién), asi como el dominio de tapa abierto
caracteristico de esta enzima, se encuentran presentes y aparentemente en la

misma orientacion espacial que CalB (Figuras 13 ay b).

, Histi%

Figura 13. Modelo por homologia de LipE (amarillo) sobre CalB (azul) a)
estructura terciaria de ambas enzimas utilizando como templado CalB, b)

Aminoacidos del sitio catalitico

Como conclusién del andlisis estructural comparativo se consideré que, dadas
las caracteristicas de LipE, esta podria tener propiedades fisicoquimicas y

bioquimicas similares a CalB.



6.2.- CARACTERIZACION DE LA ACTIVIDAD LIPASA EN Ustilago

maydis

Se analiz6 la actividad lipasa en el sobrenadante del cultivo de la cepa 521 de
Ustilago maydis en presencia de diferentes mezclas de aceites, ya que se ha
reportado con anterioridad que la actividad es extracelular en este microorganismo
(Katsivela et al; 1995, Klose et al; 2004). Esta medicion se hizo con la finalidad de
encontrar las condiciones favorables de la expresion de la enzima de interés para el
posterior aislamiento del cDNA.

La actividad y la densidad 6ptica del cultivo se monitorearon durante 10 dias
en el medio PDB con una mezcla de aceite de oliva y coco al 0.1 y 2%
respectivamente con el objetivo de inducir la producciéon de lipasas (Figuras 14 y

15).
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Figura 14. Andlisis de produccién de lipasas en el sobrenadante del cultivo de

Ustilago maydis (cepa 521) en medio PDB con mezcla de aceites.
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Figura 15. Curva de crecimiento de Ustilago maydis (cepa 521) en medio

PDB con la mezcla de aceites



Como se observa, la actividad lipasa empieza siendo relativamente baja en los
primeros dias de cultivo, sin embargo, al sexto dia de la fermentacion, se observa
un aumento significativo en la actividad llegando a un maximo de 1.1 U/mL.

Es interesante también observar en cuanto a la densidad 6ptica con respecto a
los dias de la fermentacion en el mismo cultivo, un comportamiento diduxico
probablemente debido al cambio de fuente de carbono una vez agotada la glucosa
del medio PDB.

Debido a estos resultados, se decidié aislar RNA total de Ustilago maydis 521

en el sexto dia de la fermentacion.

6.3.- AISLAMIENTO DEL cDNA QUE CODIFICA PARA LA LIPASA LipE.
6.3.1 Extraccion de RNA de Ustilago maydis

Se emplearon diferentes metodologias con la finalidad de romper las células
para obtener el RNA de U. maydis 521, como el uso de liticasas, perlas de vidrio y
maceracion con nitrégeno liquido. El protocolo de ruptura celular por medio de
maceracion del tejido congelado con nitrégeno liquido combinado con el
tratamiento de ruptura mecanica con perlas de vidrio en agitacion fue la forma mas
eficiente para obtener el mRNA, dado que en accion conjunta se logré romper la
pared celular.

Este método se aplicé a células de U. maydis crecidas en medio PDB al sexto
dia de la fermentacion. Los resultados se presentan en la figura 16.

M ] 2 3

Figura 16. RNA total de U. maydis 521 extraido de células cultivadas en medio
PDB durante el dia 6 de la fermentacién, M) marcador de peso molecular, 1) 2 uL

de RNA total, 2) 5 uL de RNA total, 3) RNA control (+).

6.3.2 Reacciones de transcriptasa reversa (RT) y PCR

Con el objetivo de aislar y clonar el gen LipE, se procedié a hacer la reaccién
con la reverso transcriptasa sobre el mMRNA extraido de Ustilago maydis 521. Para
este paso se utilizaron dos oligonucleétidos denominados de T los cuales en su

estructura tienen un fragmento de timinas sucesivas cuya funcion es emparentar



con los fragmentos de adeninas caracteristico de los mRNAs de los sistemas
eucariontes (TA: GCG AGC ACA GAA TTA ATA CGA CTC ACT ATA GGT TTT TTT TTT
TTT TTT VN, TC: TTT TTT TTT TTT TT VN). Posteriormente, el cDNA obtenido de
esta etapa se utiliz6 como templado para realizar la reaccibn de PCR con
oligonucledtidos especificos para amplificar el gen completo. Cabe hacer mencién
que el experimento se realiz6 con un gradiente de temperaturas de alineamiento
encontrando que a 58°C se obtienen los mejores resultados como se muestra en la

figura 17.

1000 pb

M 1 2
Figura 17. Amplificacion del gen LipE utilizando como templado el cDNA extraido

de la cepa 521 de U. maydis. 1) Marcador de peso molecular, 2) Con RT de oligo
TA, 3) Con RT de oligo TC.

De la reaccion de PCR se obtuvo un fragmento Unico que, como se esperaba,

presenté un peso molecular de aproximadamente 1000pb.

6.4.- CLONACION Y EXPRESION DE LipE EN E. COLI CON EL VECTOR
TOPO pBAD/Thio

El fragmento obtenido fue clonado en el vector TOPO pBAD/Thio (Invitrogen)
y fue transformado en células de E. coli top 10. De esta transformacion se
obtuvieron colonias positivas en placas de agar con ampicilina. Las construcciones
resultantes se analizaron por medio de un patréon de restriccion con las enzimas
Ncol y EcoRI y por PCR con oligonucledtidos especificos para saber si el fragmento
esperado estaba presente en la construccion y si la orientacion de dicho fragmento
clonado era el correcto.

Finalmente los fragmentos fueron secuenciados para corroborar que el gen
clonado fuera el de LipE, que estuviera completo y en la orientacion correcta, el
diagrama de la construccién se muestra en la figura 18.

Una vez confirmado esto, la enzima LipE se expresé utilizando la
concentracion mas alta de inductor sugerida por el proveedor (0.02% de arabinosa

a 20°C por 4 h) y posteriormente se realizé un perfil de expresion modificando la



cantidad de arabinosa (0.2 a 0.002%) con el objetivo de determinar la

concentracion Optima de dicho inductor. Las células se rompieron utilizando

sonicacion.
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Figura 18. Diagrama de la construccion con el plasmido pBad/Thio-Topo con la

enzima LipE.

Se elaboraron geles SDS-PAGE tefiidos con Coomassie de la parte soluble e
insoluble de los extractos provenientes de la ruptura celular, para identificar las
proteinas. Posteriormente se realiz6 un Western blot que reconoce la tarjeta de
histidinas expresadas en el carboxilo terminal de la proteina con el objetivo de

confirmar la presencia de la proteina LipE (Figura 19).
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Figura 19. Gele SDS-PAGE tefido con azul de Coomassie donde se muestra el
perfil de expresion de LipE a diferentes concentraciones de inductor (arabinosa) (A)

y Western blot del gel de acrilamida (B). M) marcador de peso, C) control negativo.

Como se puede observar en la figura 19, existe una proteina de

aproximadamente 50 kDa (aproximadamente 30 de la proteina y 20 de la



tiorredoxina del vector pBad) en la fraccion insoluble celular, la cual también esta
presente en el Western blot, esto nos permite confirmar que se trata de la proteina
de interés. Se aprecia también que, en todas las concentraciones probadas, se
alcanza practicamente la misma expresion de proteina tanto en la parte soluble
como en la parte insoluble del extracto celular. Cabe hacer mencién que también se
probaron dos diferentes temperaturas de fermentacion (25 y 20°C) encontrando
que a 20°C se obtiene la mayor cantidad de proteina en la fase soluble. A pesar de
que LipE se encuentra en ambas fracciones, la medicion de actividad resultd
negativa, lo que indica que estamos obteniendo una enzima inactiva.

Debido a que la enzima de interés LipE presenta 6 cisteinas y 3 puentes
disulfuro se planted6 la hipétesis de que se necesitaba una cepa hospedera con un
ambiente reductor Optimo para contribuir con el plegamiento correcto de la
proteina. Debido a esto se decidié utilizar como hospedero la cepa de E. coli
Origami DE3, ya que se ha reportado la expresion de varias proteinas
recombinantes de forma soluble y activa que presentan puentes disulfuro, entre
ellas la lipasa CalB (Larsen et al; 2008). Sin embargo, tampoco se encontrd
actividad en las fracciones celulares utilizando esta cepa.

Finalmente se coeexpreso6 la chaperona GroEl en este sistema con el objetivo
de ayudar al plegamiento correcto de la enzima LipE en el periplasma de la célula,
esto debido a que ya se ha reportado la expresion correcta de CalB en E. coli
Origami DE3 integrando la chaperona GroEL a la expresion(Liu et al; 2006).

Mediante este procedimiento se logré expresar una alta concentracion de la
chaperona en forma soluble, sin embargo, esta estrategia tampoco fue exitosa para
producir una enzima soluble y activa. Esto puede ser debido a que, como ya se
habia mencionado, ambos plasmidos son inducibles por arabinosa y en estos casos
se recomienda que la chaperona tenga un promotor diferente para que se induzca
primero, y asi, una vez expresada esta chaperona, promover el plegamiento

correcto de la proteina de interés.

6.5.- PURIFICACION, SOLUBILIZACION Y REPLEGAMIENTO DE LOS
CUERPOS DE INCLUSION (CI)

Debido a la falta de actividad en la fraccion soluble, se propuso recuperar la
proteina de los cuerpos de inclusién (Cl) y replegarla, para lo cual se realiz6 una
fermentaciéon de 1L a 37°C garantizando asi que la mayor parte de proteina
estuviera presente en la parte insoluble (Figura 20-A). La purificacion de los CI se
logr6 mediante el reactivo Bugbuster el cual consiste en una mezcla de
detergentes, liticasas, endonucleasas y otras sustancias que ayudan a romper las

células y purificar los CI de membranas y otros componentes celulares ajenos a los



cuerpos proteicos. En la figura 20-B se observa un gel de acrilamida en donde se
puede apreciar la cantidad de proteina LipE en los Cl después del tratamiento con
el agente Bugbuster. Inmediatamente después, se procedid a solubilizar estos

cuerpos con cloruro de guanidina 8M.
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Figura 20. Gel de acrilamida SDS-PAGE (A) fermentacion a 37°C, M) marcador de
peso, 1) Cuerpos de inclusién, 2) control negativo de la expresion con el plasmido
sin la proteina de interés, 3) Extracto celular soluble. (B) Cuerpos de inclusion
después del proceso de purificacion M) marcador de peso, 4) Cl con impurezas, 5)

CIl después del proceso de purificacion, 6) Control negativo.

En el gel se aprecia que a 37°C tenemos la mayor parte de proteina en la
fraccion insoluble de la célula. También se observa que en el paso de la purificacion
de los CI, si bien no se logran purificar totalmente, tenemos aproximadamente un
90% de pureza, este factor es importante para el subsecuente paso de
replegamiento (Tsumoto et al; 2003).

Después del paso de solubilizacion, se realizaron ensayos de replegamiento
utilizando el kit de replegamiento Pro-Matrix™ Protein Refolding Guide (PIERCE).
Siguiendo con el procedimiento sugerido por el proveedor, se probaron 9
condiciones de replegamiento cada una de estas con 2 concentraciones de proteina
diferentes: 1mg/mL y 20 mg/mL.

No obstante, en ninguna de las 18 condiciones de replegamiento se obtuvo
una enzima activa, por lo que se decidié utilizar un método alterno para replegar
correctamente los Cl.

Se utilizé6 el protocolo reportado por Estrada et al (2007) especialmente
disefiado para proteinas con puentes disulfuro, cuya diferencia relevante recae en
el uso de agentes como el ditiotreitol (DTT) y un pH bajo, lo cual ayuda, junto con
la guanidina, a que la proteina se despliegue por completo asegurando también que
los puentes disulfuro se rompan completamente para que en el momento del

replegamiento, se asocien de manera eficiente.



A pesar de estos cambios, tampoco se logré obtener actividad en los cuerpos

de inclusién mediante estos protocolos alternativos.

6.6.- EXPRESION DE LAS ENZIMAS RECOMBINANTES LipE Y CalB EN
E. COLI CON EL PLASMIDO pCold

Con base en los resultados obtenidos hasta esta etapa del proyecto, se decidio
probar otro vector de expresiéon. El vector seleccionado fue el plamido pColdl de la
casa comercial TAKARA, debido a que Liu et al (2006) lograron expresar de forma
activa la enzima CalB utilizando como sistema de expresion E. coli. La construccion
obtenida con la enzima LipE se muestra en la figura 21-A.

Con el objetivo de tener un control positivo de la expresion y del ensayo de
actividad, nos fue proporcionado el gen CalB clonado en el vector pColdlll figura
21-B. La expresion de ambas proteinas, CalB y LipE, se llevé a cabo en el sistema

de expresion en E. coli origami DE3, coexpresando la chaperona GroEl figura 21-C.
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Figura 21. Diagrama de las construcciones A) plasmido pColdl con la enzima LipE,
B) plasmido pColdlll con la enzima CalB, C) Diagrama del plasmido Gro7 que

contiene a la enzima chaperona GroEL.



La expresion se realizd siguiendo el protocolo descrito por Liu et al (2006)
detallado en el apartado de materiales y métodos. Después de la expresion se

procedi6 a elaborar geles de acrilamida y mediciones de actividad (Figura 22).

50 kDa

30kDa

Figura 22. Gel SDS-PAGE con las fracciones del extracto de CalB en E. coli tefiido con
azul de Coomassie, (S) Extracto celular soluble, M) marcador de peso, 1) CalB y GrokEl,
2) LipE y GroEL, 3) Control negativo de la expresion con la plasmido pCold sin la
proteina de interés coexpresando la chaperona GroEL. (P) Cuerpos de inclusion, 4) CalB

y GroEl, 5) LipE y GroEL, 6) Control negativo con GroEL.

Como se observa en el gel de acrilamida, la chaperona con un peso de 60 kDa
se sobrexpresa de una manera importante, sin embargo, las proteinas de interés
LipE y CalB solo se observan en la fracciéon insoluble con un peso aproximado de 30
Kda. Debido a estos resultados, se realiz6 un andlisis de Western blot de las
fracciones de la proteina LipE aprovechando que, a diferencia de CalB, el vector en
el que esta clonada cuenta con una seccién que codifica para varias histidinas
consecutivas que nos ayudan a visualizarla con la ayuda de un anticuerpo anti

histidinas (Figura 23)
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Figura 23. Western-Blot anti His de las fracciones celulares de lipE. M) Marcador de
peso, 1) Extracto celular soluble, 2) control negativo: fraccion soluble con el plasmido

pCold sin el gen de interés, 3) Cuerpos de inclusion, 4) Control insoluble.



Con este experimento pudimos corroborar que LipE se expresa tanto en la
fraccidon soluble como en la insoluble de E. coli. Las mediciones de actividad en la
fraccion soluble tanto de LipE como de CalB se realizaron utilizando pNPP como
sustrato, demostrando que estas proteinas son activas, presentando una actividad
de 0.55 y 17.3 U/mL respectivamente. Estos valores fueron calculados midiendo la

absorbancia a 410 nm con respecto al tiempo (figura 24).
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Figura 24. Aparicion de la absorbancia a 410 nm con respecto al tiempo en
reacciones catalizadas por LipE y CalB medida a 40 y 50 °C respectivamente a pH
8.

6.7.- CARACTERIZACION BIOQUIMICA DE LAS ENZIMAS
RECOMBINANTES LipE Y CalB

Una vez obtenido el extracto enzimatico soluble, se llev6 a cabo una
caracterizacion bioquimica de ambas proteinas heterdlogas con la finalidad de
estudiar sus propiedades bioquimicas. Los parametros evaluados fueron: pH y
temperatura 6ptima, estabilidad, asi como el efecto de la concentracion de sustrato.

A pesar de que seguimos diversos protocolos de purificacion ya reportados
para CalB, ninguno de ellos fue exitoso para ambas proteinas en este sistema,
debido a esto, la caracterizacion bioquimica de LipE se llevé a cabo en el extracto

enziméatico.
6.7.1 Perfil de temperatura
Se determiné el perfil de temperatura de la proteina recombinante LipE y

CalB. Para este ensayo se midio la actividad a diferentes temperaturas, probando

un intervalo de temperaturas de 20 a 70°C. Dicho perfil se muestra en la figura 25.



Como es de esperar, para ambas enzimas se observa que la actividad
catalitica se incrementa conforme aumenta la temperatura de reaccion, hasta llegar
al 6ptimo, que en el caso de LipE es de 40°C y en el caso de CalB es de 50°C. Estos
ensayos se realizaron a pH 8 debido a reportes anteriores que sefialan ese valor

como el 6ptimo de CalB.
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Figura 25. Efecto de la temperatura sobre la actividad de LipE y CalB en el sistema

de E. coli origami DE3 utilizando el plasmido pCold medidas a pH 8.

Una observacion importante radica en que los perfiles son distintos, sugiriendo
que LipE es mas activa a temperaturas bajas que CalB y tiene en general un
espectro mas amplio de actividad con respecto a la temperatura.

Un aspecto a comentar es que, en el caso de CalB, existe una aparente
estabilizacion del efecto de la temperatura en la actividad entre 60 y 70°C, sin
embargo, a esas temperaturas se dificulta la medicion de la actividad, aunado a
esto, este fendmeno tambien podria deberse a que la proteina no se encuentra
pura y los otros componentes presentes en la preparacion podrian estar
estabilizando a CalB. Lo anterior sugiere que CalB podria tener un espectro un poco
diferente que el que se muestra en la figura 23, lo cual concuerda con los datos

reportados para CalB en estado puro.

6.7.2 Perfil de pH

Con el objetivo de comparar ambas enzimas en cuanto a su pH 6ptimo y su
perfil en general, se midi6 actividad a diferentes pHs (figura 26). Esta actividad fue
medida a la temperatura Optima encontrada para cada enzima, la cual fue 40 y

50°C para LipE y CalB respectivamente.
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Figura 26. Perfil de pH de las proteinas recombinantes LipE y CalB en el sistema
de expresion de E. coli Origami DE3 utilizando el plasmido pColdl y pCopdlll

medida a 40 y 50°C respectivamente.

En la figura 26 se puede apreciar que el pH 6ptimo para ambas enzimas es de
8, lo que concuerda con los datos reportados por Novozymes para CalB y para las
lipasas en general (Novozymes, Suen et al; 2004). También se observa la similitud
en todo el perfil para ambas enzimas.

La similitud en los resultados de los ensayos tanto de temperatura como de
pH Optimos para las enzimas recombinantes nos permiten sugerir que LipE podria
ser utilizada en la mayoria de los procesos industriales que se llevan a cabo con
CalB. Para explorar esta posibilidad mas a detalle, se continu6 con la

caracterizacion de LipE evaluando su termoestabilidad.

6.7.3 Termoestabilidad

Los resultados de la termoestabilidad de las enzimas CalB y LipE se
muestran en las figuras 27 y 28. Estos ensayos se hicieron con la finalidad de
caracterizar y comparar ambas enzimas heterélogas en cuanto a su estabilidad a la

temperatura y conocer su tiempo de vida media.

100
m ——40°C
@ ll: \*\ \R{A‘hw —u— 45T
L] t T 50°C
I S o S s
T ’ \i\‘ ! —— B0°C
20

T

Activicad relativa (%)

1] ] 00 150 20
Tiem po (min)

Figura 27. Termoestabilidad de LipE a diferentes temperaturas medida a pH 8
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Figura 28. Termoestabilidad de CalB a diferentes temperaturas medida a pH 8

En las figuras 27 y 28 se muestra la cinética de inactivacion a un pH de 8, con
el fin de hacer una comparacion mas precisa sobre la estabilidad de ambas

enzimas. Estos resultados se resumen en la tabla 19.

Tabla 19. Tiempo de vida media de las enzimas LipE y CalB a diferentes

temperaturas.
Temperatura LipE t%2(min) CalB t ¥2(min)
40 144.37 128.33
45 54.14 91.18
50 21.72 63
55 12.93 25.86
60 7.38 11.91

En la tabla 19 se puede observar, que en general, CalB es mas termoestable
que LipE en términos del tiempo de vida media a diferentes temperaturas, Estos
resultados coinciden con los reportados por Suen et al (2004), quienes reportan un
tiempo de vida media de CalB de 2 horas a 40°C. Sin embargo, también queda
manifiesto que a su temperatura 6ptima, LipE es un poco mas estable que CalB lo
cual podria tener una repercusion positiva en cuanto a los procesos aplicados de
LipE. Como ejemplo de lo anterior podemos decir que la temperatura a la cual CalB
se utiliza para la sintesis de ésteres es entre 40 y 45°C, caso en el cual LipE tendria

una ventaja en cuanto a su estabilidad con respecto a CalB.

6.7.4 Determinacion de la energia de activacion y desactivacion de

las proteinas heterdélogas

A partir de los datos de actividad en funcién de la temperatura se determiné la
energia de activacion y desactivacion de las proteinas LipE y CalB. Esas

determinaciones se hicieron aplicando la ecuacion de Arrhenius.



La energia de activacion de una reaccion es la energia que necesitan los
reactivos para formar el compuesto activado, es decir, la barrera de energia que
han de salvar las moléculas para que se produzca la reaccion, la cual disminuye
cuando en la reacciébn se encuentra un catalizador. Este dato puede calcularse
mediante la pendiente de la linea que se obtiene al graficar la ecuacion de
Arrhenius en su forma logaritmica, es decir, Ink= LnAo-EA/RT (Laidler y Bunting;
1973). Como dato adicional, también se calculé la energia de desactivacion. Los

resultados se pueden apreciar en las figuras 29 y 30.
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Figura 29. Energia de activacion de las enzimas heterélogas LipE y CalB
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Figura 30. Energia de desactivacion de las enzimas heterdlogas LipE y CalB

Con base en las actividades obtenidas de las enzimas LipE y CalB en el
intervalo de temperaturas de 20 a 50 °C, se obtuvo una energia de activacion (Ea)
de 14.6 y 29.9 cal/mol respectivamente para la reaccion catalizada sobre pNPP, lo
que sugiere una mayor influencia de la temperatura en la velocidad de reaccion
para el caso de CalB.

En la tabla 20 se indican varios valores de energias de activacion de diversas

lipasas; como se puede apreciar, estos datos varian considerablemente. Sin



embargo, los valores obtenidos tanto para LipE como para CalB se encuentran
dentro del intervalo tipico para este tipo de enzimas.

Como dato adicional y tomando en cuenta la pérdida de actividad con respecto
al tiempo de incubacién a diferentes temperaturas (40 a 60°C), se obtuvo una
energia de desactivacion de 45.4 y 36.8 cal/mol de LipE y CalB respectivamente.
Tanto estos datos como el perfil que se observa en la figura 27 son muy similares
en ambas enzimas. Ambas determinaciones, tanto energia de activacion como de
desactivacion, deben verificarse con la proteina pura. Sin embargo, hay una mayor
susceptibilidad de LipE a la temperatura dada la mayor energia de desactivacion tal

como se observa en los resultados experimentales (tiempo de vida media).

Tabla 20. Energia de activacion reportada para diversas lipasas activas

Organismo Temp. pH Ea referencia
(G(®) ((=1V4110e]))

Euphausia superba 40 9 24.7 -
Pseudomonas sp 45 8 11.2 Choo et al 1998
Pseudomonas putida 40 7.5 17.4 Hasona et al 2002
Acinetobacter sp. 45 8 9 Suzuki et al 2002
Staphylococus haemoliticus 28 8.5 8.6 Oh et al 1999
Propionibacterium shermanii 47 7.2 8.1 Oterholm et al 1970
Candida antarctica CalB (pura) 50 8 17.42* Este trabajo
Ustilago maydis 40 8 14.6** Este trabajo
Candidaa antarctica CalB 50 8 29.9** Este trabajo

*Enzima comercial en estado soluble

**este valor corresponde a la energia de activaciéon en el extracto celular

6.7.5 Caracterizacion enzimatica

Con el objetivo de conocer el comportamiento cinético de la enzima LipE y
CalB utilizando pNPP como sustrato modelo de la hidrdlisis de acidos grasos, se
realizaron ensayos de velocidades iniciales a diferentes concentraciones de

sustrato. Estos resultados se muestran en las figuras 31 y 32.

06

s /,f—””*_——{—*‘_‘

Velocidad (umal S/ml.min)
(]
AN

a oz 04 a6 05 1 1.2 14 1.6

[pHPP] mia

Figura 31. Efecto de la concentracion del sustrato en la enzima heteréloga LipE

medida a 40°C y pH 8 con una concentraciéon proteica total de 1.6 mg/mL
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Figura 32. Efecto de la concentracion del sustrato en la enzima heteréloga CalB

medida a 40°C y pH 8 con una concentraciéon proteica total de 1.6 mg/mL

Se encontré un comportamiento lineal antes de llegar a un valor de saturacion
como se aprecia en las figuras 31 y 32, alcanzandose una velocidad maxima de
0.55 pymol/mL.min y 17.3 umol/mL.min a partir de una concentraciéon de 1 mM de
pPNPP para LipE y CalB respectivamente.

Con estos resultados, no fue posible determinar las constantes cinéticas Km y
Kcat ya que no obedecen el modelo de Michaelis Menten. Este comportamiento
cinético atipico de las enzimas se puede deber a multiples factores que incluyen
problemas difusionales en la reaccién, el efecto de las altas concentraciones de
Tritdn X-100 en la reaccion (4%), el cual se utiliza para solubilizar el sustrato en el
medio acuoso de la reaccidon para asi obtener una soluciéon translusida, y el hecho
de que el pNPP por su naturaleza no sea un sustrato adecuado de la enzima. Se
requiere probar con sustratos que generen una interfase en aceite-agua con el fin
de estudiar el comportamiento de la enzima con un sustrato natural insoluble como
por ejemplo el tributirin el cual es ampliamente utilizado en la identificacion de

caracterizacion de lipasas (Jaeger et al; 1999, Forjan et al; 2000).

6.7.6 Hidrdlisis de la Capsaicina

Debido a reportes prebios de Torres-Gavilan y colaboradores en el 2006, en
donde se demuestra que CalB, a diferencia de otras lipasas estudiadas (tabla 4), es
capaz de hidrdlizar a la capsaicina, la cual es una amida con caracteristicas
pungentes y de gran importancia en la industria alimentaria y farmacéutica, con
conversiones superiores al 90% generando vainilllamina y acido 2 metil
nonanoneico (figura 6A), se decidi6 poner a prueba la capacidad de LipE de para
hidrolizar el enlace amida utilizando este sistema. Las reacciones se llevaron a cabo

en un medio acuoso, utilizando el extracto enzimatico soluble de LipE y CalB. Las



muestras se analizaron por cromatografia en capa fina (CCF) utilizando como
controles positivos las versiones comerciales tanto soluble como inmovilizada de
CalB (Novozime 525 y Novozym 435 respectivamente). Cabe hacer mencién que
todas las reacciones se hicieron a 1 U/mL de cada enzima, excepto las enzimas
comerciales con 1000 U/mL como control positivo ya que se retomaron las
experiencias previas en nuestro grupo de trabajo en las que a esta actividad

enzimatica se observa producto de reaccion.

1 2 3 4 5 6 7 8

Figura 33. Cromatografia en capa fina de las reacciones de hidrélisis de la
capsaicina a 45°C y 168 h de reaccion. 1) Tiempo 0, 2) Estandar: Vainillilamina, 3)
LipE, 4) CalB, 5) Novozime 525, 6) Novozime 435, 7) Novozym 435 (1000 U/mL)
8) Novozym 525 (1000 U/mL).

Las reacciones se llevaron a cabo en viales de 10 mL con 5 mL de mezcla de
reaccion a 45°C con agitacion magnética en un sistema bifasico.

Los resultados se muestran en la CCF de la figura 33. No fue posible observar
con 1 U/mL y mediante esta técnica, la formacion de producto de reaccién
(vainillilamina) con LipE y CalB expresadas en nuestro sistema (carriles 3, 4); es
s6lo con Novozym 435 (CalB inmobilizada) donde la reaccibn muestra una clara
banda amarilla al tiempo de retencién de la vainillilamina. Ademas se aprecia que
en el carril 5 con Novozym 525 (CalB soluble) tampoco se obtiene hidrdlisis de la
capsaicina a pesar de que si se observa la formacion de producto con 1000
unidades mas de esta enzima (carril 8), lo que nos hace suponer que necesitamos
agregar mas enzima a la mezcla de reaccidén. En este ensayo nos limitamos a 1
U/mL debido a que los niveles de expresion de LipE son bajos.

En estas condiciones no fue posible evaluar si LipE tiene la capacidad de
hidrolizar amidas por lo que se necesita hacer mas eficiente la expresion enzimatica
de LipE para poner a prueba su capacidad para hidrolizar amidas en estas

condiciones.



7.- CONCLUSIONES

e Mediante andlisis comparativo de homologia, estructura secundaria y
modelamiento, se logré caracterizar in silico una proteina de Ustilago maydis
(LipE) con caracteristicas estructurales similares a la lipasa B de Candida
antarctica (CalB) encontrando que las laminas B y las a hélices se
encuentran conservadas al igual que los aminoacidos de la triada catalitica y
los que son importantes para estabilizar la estructura, tanto de los sustratos
como de la misma enzima, lo cual sugiere que el mecanismo de reaccion en
ambas enzimas es similar.

e El gen de LipE fue aislado a partir del RNA del microorganismo Ustilago
maydis crecido en medio PDB con una mezcla de aceite de oliva y coco,
empleando oligonucleéticos conservados.

« El gen LipE fue clonado y expresado heterélogamente en forma soluble en E.
coli en el vector pColdl. Se obtuvo una enzima activa con una actividad tipo
lipasa de 0.55 umol/mL.min en el extracto enzimatico.

e LipE y CalB presentan temperaturas Optimas diferentes (40 y 50°C
respectivamente), lo que indica que las pocas diferencias estructurales entre
ambas enzimas son suficientes para cambiar esta caracteristica bioquimica
estrechamente relacionada con su estabilidad.

e El pH 6ptimo, asi como el perfil de pH de las enzimas LipE y CalB expresadas
en este sistema fue similar con una actividad maxima a pH 8 medida a la
temperatura 6ptima obtenida para LipE y CalB.

« El perfil de temperatura y los datos de termoestabilidad indica que CalB en
general tiene un tiempo de vida medio mayor que LipE en las temperaturas
probadas.

e Las energias de activacion calculadas para ambas enzimas recombinantes
sugieren una mayor influencia de la temperatura en la velocidad de reacciéon
para el caso de CalB.

e Se encontré una relacion lineal entre la concentracion del sustrato y la
velocidad de reaccion para ambas enzimas recombinantes hasta alcanzar un
valor de saturacion a partir del cual la velocidad se mantuvo independiente
de la concentracion.

< No fue posible observar hidrdlisis del enlace amida de la capsaicina por LipE
y CalB recombinantes, sin embargo, no se descarta esta posibilidad ya que
esto puede deberse a la baja actividad obtenida en el medio de reaccion

como consecuencia de las limitantes del sistema de expresion.



8.- PERSPECTIVAS

 Optimizar el método de expresion de la enzima LipE en forma soluble y
activa en E. coli.

* Probar y optimizar otros sistemas de expresion para la enzima LipE de forma
soluble y extracelular, por ejemplo Pichia pastoris 6 Yarrowia lipolitica.

« Determinar si la proteina posee la capacidad de llevar a cabo reacciones
caracteristicas de CalB como la sintesis e hidrdlisis de amidas, resolucién de
mezclas racéminas y adiciones de Michael.

e Como se ha hecho con CalB, Implementar estrategias de ingenieria de
proteinas en LipE con el fin de modificar la actividad y las propiedades

bioquimicas y cinéticas asi como la especificidad de LipE.



ABREVIATURAS

2M2B 2-metil-2-butanol

C. antartica Candida antarctica

CalB Lipasa B de Candida antarctica

CCF cromatografia en capa fina

cDNA Acido desoxiribonucléico complementario

CI cuerpos de inclusion

DEPC Dietil pirocarbonato
DMSO dimetil sulféxido
DNA Acido desoxiribonucléico

DTT ditiotetriol

Ea energia de activacion

EDTA Acido etilendiaminotetraacético

GnHCI Cloruro de guanidina
IPTG lIsopropil B-D-1-thiogalactopiranosido
LipE Lipasa de Ustilago maidis

MOPS Acido mofolino propano sulfénico

mMRNA Acido ribonucléico mensajero

PCR reacciéon en cadena de la polimerasa

PNPP Para nitro fenil palmitato

Rs frente relativo
RNA Acido ribonucléico
rpm revoluciones por minuto

RT Reverso transcriptasa

SDS Dodecil sulfato de sodio
t V2 tempo de vida media

U. maydis Ustilago maydis
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