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RESUMEN

El poliuretano (PU) es un polimero sintético ampliamente utilizado en diversas
industrias, lo cual ha traido como consecuencia un incremento considerable en la
cantidad de desechos de este polimero. Debido a las caracteristicas estructurales del
polimero su eliminacion por métodos fisicoquimicos no es totalmente eficiente y es
costosa.

En nuestro laboratorio se trabaja con dos cepas de Alicycliphilus sp.: BQ1 y
BQ8, las cuales pueden crecer en Medio Minimo-PU, siendo un poliéster-poliuretano
la Unica fuente de carbono. Estudios previos han revelado que la actividad
enzimatica responsable de la degradacién del PU podria estar asociada a la
membarana celular.

Utilizando zimogramas para actividad esterasa se identific6 que dicha
actividad enzimética esta asociada a la membrana celular de la bacteria y no al
citoplasma. Adicionalmente, se tratd de establecer condiciones de almacenamiento
bajo las cuales se preservara la actividad enzimatica por tiempos prolongados. Los
extractos membranales se sometieron a congelamiento, sin embargo los resultados
obtenidos al adicionar agentes crioprotectores a las muestras no fueron favorables.

Al realizar pruebas de actividad del extracto membranal ante diferentes
sustratos, se encontrd que presenta cierta especificidad ante sustratos que tienen
cadena de carbonos de longitud media (p-NPB, (C4), p-NPC (Cg) y p-NPL (Ci0)),
seguidos por los sustratos que tienen cadena de carbono corta (p-NPA (C.)). En el
caso del p-NPP (C36) no se detectd actividad enzimatica, razon por la cual la enzima
responsable de la actividad no podria ser “lipasa verdadera”.

Se extrajeron proteinas asociadas a membrana de la bacteria empleando el
detergente Zwittergent 3-12. A partir de los extractos protéicos membranales
obtenidos, se establecio un protocolo de purificacion de enzimas asociadas a
membrana de Alicycliphilus sp BQ1, el cual consisti6 en tres columnas
cromatograficas: una de interaccién hidrofébica (Phenyl Sepharose CL-4B), una

resina catidnica (Q-Fastflow) y una de intercambio aniénico (Mono Q 10-10).



Se logro identificar, mediante ensayos con p-Nitrofenilacetato, zimogramas
para actividad esterasa y cromatografia de exclusibn molecular, una enzima que
presentaba dicha actividad enzimatica, la cual tiene una masa molecular de 31 kDa.
Al someter a la proteina purificada a una técnica conocida como cromatografia de
liguidos acoplada a espectrometria de masas en tdndem (LC-MS-MS), vy
posteriormente relacionar los fragmentos peptidicos obtenidos con bases de datos,
se encontré que éstos fragmentos péptidicos presentaban identidad con péptidos
que codifican una porina de membrana de Acidovorax ebreus TPSY y otra de
Comamonas testosteroni KF-1.

Se trat6 de obtener el extremo N-terminal de la proteina purificada lo cual no
fue posible ya que éste se encuentra bloqueado (acetilado, glicosilado o carboxilado)

Al realizar alineamientos con secuencias de otros microorganismos, se
identificé un dominio catalitico que permitiria incluirla en la familia de lipasas GDSL,
en el cual también se encuentran proteinas autotransportadoras y porinas de
membrana externa las cuales tienen actividad esterasa/lipasa. En otro alineamiento
de secuencias de porinas de diferentes microorganismos filogenéticamente cercanos
a Alicycliphilus sp BQ1 también se identifico la firma de aminoacidos GDSL, ademas

de una triada catalitica de esterasa.



2. ANTECEDENTES

2.1 El poliuretano (PU)

Sintetizado por el Dr. Otto Bayer en 1937, el poliuretano (PU) es un polimero que se
obtiene a partir de la condensacion de un poliisocianato y un poliol, los cuales estan
unidos por enlaces intramoleculares de tipo uretano (Sauders, 1964) (Figura 1). El
poliol utilizado para la obtencién del PU puede ser de tipo poliéter o poliéster,

generandose ya sea, poliéster poliuretanos (PS-PU) o poliéter poliuretanos (PE-PU).

O
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HO—R; —OH + OCN—R,;—NCO —™ OCN—RE{NH—C—O—Rl—O—C—NH—RE}‘NCO
L

Poliol Diisocianato Poliuretano

Figura 1. Reaccién de sintesis de poliuretano

El PU puede presentar diferentes caracteristicas fisicas: puede ser rigido
(paneles para aislamiento térmico, piezas automotrices), flexible (espumas,
elastomeros) o liquido (pinturas, barnices, recubrimientos). Dichas caracteristicas
van a depender del proceso de sintesis y de las materias primas que se empleen
para su obtencion. Ademas, su resistencia a la degradacion por agua, aceites y
solventes lo han convertido en el material de preferencia en infinidad de procesos
industriales.

Como resultado del gran uso de los plasticos se ha generado una problematica
relacionada con los desechos de este material. Por ejemplo, estadisticas publicadas
en el afio 2003 por la Agencia de Proteccion al Ambiente de los Estados Unidos de
Norteamérica indican que en ese afio se produjeron aproximadamente 236 millones
de toneladas de desechos sdlidos, de los cuales, 11.3% eran plasticos, que en su
mayoria se enviaron a tiraderos (US EPA, 2005).

Con la finalidad de disminuir la cantidad de polimeros sintéticos que se

introducen al ambiente y para mantener la capacidad operacional de los depdésitos



de basura es que en los ultimos afios se ha incrementado el interés en el desarrollo
de polimeros facilmente biodegradables y de técnicas de biodegradacién para los

desechos plasticos ya existentes.

2.2 Biodegradacion de poliuretano. Posibles mecanismos involucrados.

La biodegradacion del PU depende de varios factores: caracteristicas del polimero
(cristalinidad, peso molecular, grupos funcionales, movilidad), tratamientos a los que
haya sido sometido el polimero y aditivos agregados, entre otros (Artham et al.,
2008; Gu et al., 2000). De manera general, en la biodegradaciéon de materiales
poliméricos sintéticos es necesario reducir el tamafio y complejidad del polimero, ya
que la mayoria de ellos son demasiado grandes para pasar a través de las
membranas celulares. Una vez que el microorganismo que lleva a cabo el proceso
de biodegradacion logra realizar el proceso de despolimerizacion, los monémeros
pueden entrar a la célula y son biodegradados (Swift, 1997). Conceptualmente, para
que el proceso de biodegradacién de polimeros se lleve a cabo es necesaria la
participacion de dos tipos de actividades: depolimerasas extracelulares vy
depolimerasas intracelulares (Doi, 1990; Gu et al., 2000b). Con base en la estructura
general del PS-PU, las actividades enziméticas que podrian actuar sobre los
diferentes enlaces de este polimero serian de tipo proteasa, ureasa y esterasa/
lipasa (Nakajima-Kambe et al., 1999) (Figura 2).



UREASA
ESTERASA PROTEASA
LIPASA

Figura 2. Posibles sitios de accion de diferentes enzimas capaces de atacar la estructura
del poliuretano. (Oceguera, comunicacion personal).

Desde hace varios afios han aparecido informes en los cuales se mencionan
que el PS-PU es susceptible a la degradacion ocasionada por bacterias (tabla 1),
hecho que convierte a dicho polimero en un posible sustrato para el crecimiento de

estos microorganismos.



Tabla 1. Bacterias capaces de degradar poliéster-poliuretano (PS-PU) y actividades
relacionadas con esta capacidad.

Microorganismo

Actividad enzimatica
identificada

Referencia

Corynebacterium sp

Esterasa

Kay et al., 1991, 1993

Comamonas acidovorans
TB 35

Esterasa (asociada a membrana)

Akutzu et al., 1998

Pseudomonas chlororaphis

Esterasa, proteasa

Howard et al., 1999,
2000, 2001

Pseudomonas fluorescens

Esterasa, proteasa

Ruiz et al., 1999

Comamonas acidovorans
TB 35

Esterasa (secretada al medio)

Akutzu et al., 1999; Allen
et al., 1999

Bacillus subtilis

Esterasay lipasa

Rowe et al., 2002

Paenibacillus amylolyticus

Esterasa y proteasa

Teeraphatpornchai et al.,
2002

Rhodococcus equi TB-60

Uretanasa

Akutzu et al., 2006

Bacillus pumilus

Lipasa

Nair et al., 2007

Arthrobacter sp. AF11y
Corynebacterium sp. AF12

Esterasa

Shah et al., 2007




Kay y colaboradores (1991) aislaron y estudiaron 16 diferentes bacterias que
tenian la capacidad de degradar PU, entre ellas se encontraban bacterias de los
géneros Corynebacterium sp. y Pseudomonas aeruginosa.

En 1997, Nakajima-Kambe y colaboradores identificaron dos esterasas de
Commamonas acidovorans cepa TB35 capaces de atacar PS-PUR: una asociada a la
célula (PUR) y otra secretada al medio (CBS). Para ambas esterasas se realiz6 una
caracterizacion bioguimica vy fisica las cuales permitieron identificar que la esterasa
PUR degrada directamente al PU y adipato de dietilenglicol, mientras que la esterasa
CBS solo puede degradar adipato de polietilenglicol, que es una materia prima para
la sintesis del PU, lo cual indica que estas enzimas son estructuralmente diferentes.
Ademas, la hidrofobicidad de la esterasa CBS era menor que la esterasa PUR
(Nakajima-Kambe et al., 1997).

En otro estudio se observd que Comamonas acidovorans TB 35 puede utilizar
al PU como unica fuente de carbono y nitrégeno. Con ayuda de “poliuretanasas”
(PUasas) de tipo esterasa, la bacteria se puede adherir a la superficie del PU y
utilizarlo como sustrato, ya que las esterasas hidrolizan los enlaces presentes en la
cadena de PU, obteniendo dietilenglicol y acido adipico (Akutsu et al., 1998).

En el grupo de Howard también se han enfocado en el estudio de tres
especies de Pseudomonas capaces de degradar PS-PU. Han logrado identificar
(Howard et al., 1999), purificar (Ruiz et al., 1999) y caracterizar (Stern et al., 2000;
Howard et al., 2001) diferentes tipos de enzimas poliuretanoliticas que en su mayoria
han resultado ser esterasas.

Teeraphatpornchai y colaboradores (2002) aislaron varios microorganismos de
muestras de suelo capaces de degradar diversos plasticos de tipo poliéster,
identificando una cepa de Paenibacillus amylolyticus, con capacidad para degradar
estos compuestos; detectando también en el cultivo actividades enzimaticas tanto de
proteasas como de esterasas, las cuales se relacionaron con la degradacion de los
plasticos.

Otro reporte de bacterias poliuretanoliticas corresponde a cinco cepas que

fueron aisladas después de enterrar peliculas de PS-PU por seis meses. Estas



bacterias fueron identificadas como Bacillus sp. AF8, Pseudomonas sp. AF9,
Micrococcus sp. AF10, Arthrobacter sp. AF11l y Corynebacterium sp. AF12.
Utilizando la espectroscopia de infrarrojo (FTIR) se confirmd que uno de los
mecanismo de degradacion del poliuretano consiste en la hidrolisis del enlace éster,
ya que el pico correspondiente a enlaces C-H disminuia y se observo la formacién de
enlaces C=C (Shah et al., 2007).

Debido a que en el PS-PU la proporcion de enlaces de tipo éster es
considerablemente mayor con respecto al enlace carbamato (uretano), se ha
nombrado a la fraccién poliéster “la fraccion suave”. Dado que el enlace éster es el
sustrato especifico de las esterasas, es mas frecuente encontrar microorganismos
productores de esterasas con capacidad degradadora de PU que microorganismos
gue producen proteasas y/o ureasas. Asimismo se ha propuesto que las esterasas
responsables de la degradacion del PU presentan un dominio de aminoacidos de
naturaleza hidrofébica, el cual permite que la enzima entre en contacto con el PU y
logre unirse a él. Este dominio hidrofébico se encuentra junto al sitio activo de la
enzima permitiendo la interaccion del sustrato con el sitio activo, lo cual
desencadena el proceso de degradacion del material (Nakajima-Kambe et al., 1999).

La actividad hidrolitica de las esterasas se atribuye principalmente a una triada
catalitica formada por los aminoacidos serina (Ser), histidina (His) y acido aspartico
(Asp). En la secuencia de aminoacidos de las a/B-hidrolasas, estos aminoacidos
estan ordenados de la forma Ser-Asp-His. El residuo de serina normalmente aparece
en el pentapéptido conservado Gly-Xaa-Ser-Xaa-Gly. Debido a las caracteristicas
cataliticas de estas enzimas son de gran interés para diferentes aplicaciones

ambientales e industriales (Jaeger et al., 1999).

2.3 Purificacion de proteinas
Los primeros reportes de purificacion de proteinas se publicaron hace mas de 200
afios, cuando en 1789 Fourcroy realiz6 ensayos para aislar sustancias a partir de

plantas que tuvieran propiedades semejantes a la albumina de huevo. Un siglo



después, en 1889, Hofmeister fue la primera persona en cristalizar una proteina
obtenida por un proceso de purificacion previo, la ovoalbumina (Coligan et al., 1999).

Las décadas de 1960 y 1970 pueden describirse como “los afios dorados” de
las investigaciones relacionadas con proteinas y enzimas, ya que fue el periodo en el
que se establecieron los principios de la mayoria de las técnicas de purificacion
utilizados en la actualidad, las cuales se han vuelto méas eficientes en los dltimos
afios gracias al desarrollo de nuevos instrumentos y equipos de laboratorio a tal
grado que en la actualidad es posible trabajar con microgramos e incluso
nanogramos de muestra (Coligan et al., 1999).

En primera instancia, la purificacion de una proteina a partir de una célula o
tejido que en promedio contiene de 10,000 a 20,000 proteinas diferentes pareciera
ser una labor casi imposible. Sin embargo, en la practica se requieren, en promedio,
cuatro pasos de fraccionamiento de las muestras para obtener una proteina
purificada (Wilson y Walker, 2005).

El grado de pureza necesario en una proteina va a depender del uso que se le
quiera dar. Tedricamente, una proteina es pura cuando la muestra contiene una sola
especie, aunque en la practica es casi imposible obtener el 100% de pureza.
Afortunadamente, en la actualidad, la mayoria de andlisis a proteinas pueden
realizarse con muestras que contengan de un 5-10% de contaminacion con otras
proteinas. Esto es un punto importante, ya que en cada paso de un proceso de
purificacion ocurren pérdidas de la proteina que se desea purificar. Por ejemplo, con
un paso de purificacion adicional se puede incrementar la pureza de una proteina de
un 90% a un 98% pero esto ocasionaria una mayor pérdida de la proteina de interés,
la cual probablemente seria insuficiente para ensayos posteriores (Wilson y Walker,
2005).

2.3.1 Disrupcion celular
El paso inicial en un proceso de purificacion debe de ser la disrupcion de la muestra

a partir de la cual se obtendra la enzima de interés, la cual dependera del tipo de



célula con la que se trabaje y se debe realizar con una solucién amortiguadora
adecuada de acuerdo al tipo de enzima con la que se trabajara (Cutler, 2004).

En el caso de las bacterias, éstas se pueden clasificar en Gram positivas y
Gram negativas dependiendo si se tifien con el colorante de Gram (cristal violeta y
yodo). En las bacterias Gram positivas la membrana plasmética esta rodeada por
una capa gruesa de peptidoglicano (20-50 nm), la cual se tifie con el colorante
anteriormente mencionado, mientras que en las bacterias Gram negativas la
membrana plasmatica esta rodeada por una capa muy delgada de peptidoglicano (2-
3 nm) razén por la cual no adquiere coloracion. Sin embargo, las bacterias Gram
negativas tienen una segunda membrana llamada membrana externa, la cual esté
compuesta por lipopolisacaridos.

En el caso de proteinas asociadas a membranas se requieren pasos
adicionales a la disrupcion para lograr su extraccién. Para las proteinas de
membrana extrinsecas (sélo estan unidas a la superficie de la célula por fuerzas
electrostaticas y/o puentes de hidrogeno) es recomendable realizar la extraccion
aumentando la fuerza i6nica de la solucion amortiguadora o realizando cambios en el
pH de la misma. Para las proteinas de membrana intrinsecas (estan integradas a
ambas caras de la membrana) se debe de utilizar una solucion amortiguadora polar
que contenga algun detergente iénico (SDS, CTAB, CHAPS) y/o un detergente no
i6nico (Tritdbn X-100, Nonidet P-40, Zwittergent) (Cutler, 2004).

Después de la disrupcidon celular se obtiene el extracto crudo, el cual, en
teoria, contiene gran cantidad de la o las proteinas de interés. Generalmente en el
extracto crudo que se obtiene habra residuos insolubles o fragmentos celulares, los
cuales pueden ser removidos por filtracion y/o al centrifugar a baja velocidad (~5,000
x g) (Coligan et al., 1999).

Ademas, es recomendable que al extracto crudo se le realicen algunos
tratamientos de solubilidad y estabilidad (temperatura, pH) los cuales pueden ser de
utilidad para realizar un primer fraccionamiento de acuerdo a propiedades
fisicoquimicas de las proteinas. De esta forma se realizara una mejor purificacion de

la proteina de interés al someter la muestra a métodos cromatograficos
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convencionales de mayor resolucibn como lo son la cromatografia de intercambio

ionico, la cromatografia de afinidad o la filtracion en gel.

2.3.2 Técnicas cromatogréficas

El uso de las columnas cromatograficas de alta resolucion es muy recurrente en los
protocolos de purificacion de proteinas, ya que se logran obtener buenos
fraccionamientos de la muestras si se trabaja bajo las condiciones adecuadas para la
o las proteinas de interés.

El fraccionamiento de las proteinas al utilizar columnas cromatograficas se
fundamenta en las diferentes caracteristicas fisicoquimicas de las proteinas y en las
propiedades de la columna que se emplee para dicho fraccionamiento (Tabla 2)
(Wilson y Walker, 2005).
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Tabla 2. Técnicas cromatograficas de mayor empleo para la purificacién de proteinas
(adaptada de Wilson y Walker, 2005).

Técnica Propiedad Capacidad | Resolucion Comentarios
explotada
Se utiliza en etapas
iniciales de purificaciones.
Interaccion | iy stobicidad Alta Media | S€ €Mplea para muestras
hidrofébica con alta concentracion de
sales (p.ej: sulfato de
amonio)
Se utilizan en etapas
Intgfcgmblo Carga Alta Media iniciales de purificaciones.
idnico La muestra no debe tener
fuerza i6nica alta.
Se utilizan al final de una
purificacion. La capacidad
Interacciones de la columna dependera
Afinidad S Alta Alta de la cantidad de ligando
biologicas i .
utilizado. La proteina
puede desnaturalizarse al
ser eluida
Para muestras con baja
Cromatoenfoque C_arga,y punto Alta-media | Alta-media fuerza lonica gue
isoeléctrico contengan moléculas
anfoteras.
Especifica para proteinas
gue contienen grupo tiol.
Covalente Grupos tiol Media-baja Alta Su limitante es el costo y
el tiempo de regeneracion
de la columna (3 h)
. Grupos
Quelacion con imidazol, tioly | Media-baja Alta Generalmente muy
metales o costosas
triptofano
Se utilizan como ultimo
paso en un protocolo de
Exclusion Masa . . purificacion. Proporciona
Media Baja : .
molecular molecular informacion sobre las

masa molecular de la
proteina.
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De la gran cantidad de propiedades que se pueden explotar en las proteinas para

su fraccionamiento, destacan cuatro:

Carga: las proteinas difieren una de otra en la proporcion de aminoacidos con
carga que contienen y por consecuencia también difieren en la carga neta a
algun pH en particular. Las proteinas con la misma carga que la resina eluiran,
mientras que las proteinas con diferente carga se uniran y podran ser eluidas
al lavar la columna con solucion amortiguadora con diferente concentracion de
sales o diferente pH.

Afinidad: algunas proteinas suelen unirse fuertemente a ciertas moléculas
conocidas como ligando, las cuales generalmente son pequeiias. Esta
caracteristica permite que el ligando se acople a alguna resina cromatografica.
Al hacer pasar un extracto crudo por la columna, el ligando retendra a la
proteina de interés mientras que las otras proteinas eluirdn de la columna.
Posteriormente, la proteina unida al ligando puede ser eluida al modificar el
pH.

Hidrofobicidad: las proteinas difieren en la cantidad de aminoacidos

hidrofébicos que contienen en su superficie, caracteristica que es de utilidad
para separar proteinas por cromatografia de interaccién hidrofébica (HIC).

Tamafio: la diferencia de tamafio entre las proteinas puede ser explotada en
las cromatografias de exclusién molecular (también conocida como filtracién
en gel). La separacion se logra debido a que la resina forma poros de
diferentes tamafios por los cuales pasa la muestra. De acuerdo al tamafio de

la proteina seré el tiempo de retencién que presente.

Como ya se menciono, el utilizar las columnas cromatograficas adecuadas en un

proceso de purificacion permitira obtener a la proteina de interés realizando no mas

de cuatro pasos.
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2.4 Aislamiento e identificacién de Alicycliphilus sp

En investigaciones previas, en nuestro laboratorio se aisl6 un grupo de cepas
bacterianas provenientes de muestras de residuos de sillones en descomposicion y
de suelo de varias partes del basurero Bordo de Xochiaca, ubicado en el municipio
de Cd. Nezahualcdyotl, Estado de México (Carrillo, 2004). Estas cepas fueron
aisladas mediante el cultivo en un medio mineral cuya Unica fuente de carbono era el
barniz comercial Hydroform®. Este es un barniz de PU base agua comercializado
por PolyForm de México que es utilizado para el recubrimiento de superficies.

A partir de los cultivos en medio mineral con Hydroform® (MM-PU) se
obtuvieron tres cepas cuyo crecimiento fue el mas abundante BQ1, BQ8 y BQ5
(Oceguera, 2005). En este trabajo fue posible observar en los medios de cultivos
selectivos que la bacteria presenta actividad esterasa, pero no proteasa 0 ureasa.
Posteriormente, fue posible identificar mediante secuenciacién del gene del rRNA
que las cepas BQl y BQ8 (Oceguera et al., 2007) y posteriormente BQ5 (Solis
Gonzalez, 2008) pertenecian al género Alicycliphilus sp. La cepa BQ5 tiene la
capacidad de crecer en agregados desde el inicio de su cultivo, caracteristica que la
diferencia de las otras cepas, las cuales crecen sin formar agregados durante las
primeras 16 h del cultivo.

Alicycliphilus sp. BQ1 (Numero de identificaciéon taxondmica: 449664, NCBI)
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov) es una B-proteobacteria Gram negativa de la familia

Comamonadaceae, dentro de la cual también se encuentran los géneros Acidovorax
y Comamonas. Con el sistema de identificacion API® 20 NE, Alicycliphilus sp. BQ1
presentd reacciones positivas en las pruebas de arginina hidrolasa (ADH),
asimilacion de acido adipico (ADI) y acido malico (MLT), asi como citocromo oxidasa
(OX).

Trabajos previos en nuestro laboratorio identificaron la presencia de actividades
esterasa en el sobrenadante de los medios de cultivo con PU, inoculados con las tres
cepas de Alicycliphilus sp. (Oceguera, 2005; Solis, 2008), lo cual indica la existencia
de al menos una esterasa extracelular producida por este microorganismo cuando es

cultivado en un medio minimo con PU. Sin embargo, los trabajos con Comamonas
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acidovorans TB35, en los cuales se reporta una actividad esterasa asociada a la
membrana, la cual es responsable de la utilizacién del PU, nos condujeron a
proponer el presente trabajo en el cual se buscd, purifico, identificé y caracterizé una
actividad esterasa en la membrana de Alicycliphilus sp. BQ1, cultivada en un medio

con PU como Unica fuente de carbono.
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3. HIPOTESIS

Con base en estudios realizados en nuestro laboratorio en los cuales se demostro
que Alicycliphilus sp. BQ1 es capaz de crecer en medio minimo Hydroform® (MM-
PUh) y producir ataques hidroliticos a los enlaces éster del poliuretano y en
evidencias de que enzimas tipo esterasa asociadas a membrana de bacterias
filogenéticamente cercanas a Alicycliphilus sp., son las responsables del corte
hidrolitico del poliuretano, se propone que también debe existir al menos una
actividad esterasa asociada a membrana de Alicycliphilus sp. BQ1, que podria ser

responsable del ataque al poliuretano.
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4. OBJETIVO GENERAL

Purificar la(s) enzima(s) de tipo esterasa asociada(s) a membrana de Alicycliphilus

sp. BQ1 cultivada en un medio minimo con poliuretano, con el propésito de

identificarla(s) y realizar su caracterizacién bioquimica.

Objetivos particulares

1.

Determinar si existe(n) actividad(es) esterasa(s) en preparaciones de
membrana de Alicycliphilus sp. BQ1.

Establecer condiciones bajo las cuales sea posible mantener por mas tiempo
la actividad enzimatica tipo esterasa en preparaciones membranales.

Purificar la(s) proteinas con actividad esterasa de membrana de Alicycliphilus
sp. BQ1

Determinar la masa molecular de la(s) enzima(s) con actividad esterasa
presentes en membrana de Alicycliphilus sp. BQ1.

Obtener la secuencia amino terminal de la(s) enzima(s) que presente(n)
actividad esterasa.

Conocer la secuencia de aminoacidos mas probable de la(s) enzima(s) que
presente(n) actividad esterasa purificadas de membrana de Alicycliphilus sp.
BQL.

Determinar la capacidad de la(s) enzima(s) tipo esterasa asociada(s) a
membrana de Alicycliphilus sp. BQ1 para utilizar substratos de diferente

longitud de cadena.
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5. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Alicycliphilus sp. cepa BQ1

Reactivacion de

en medio LB a partir de
gliceroles

Crecimiento de Alicycliphilus
sp. BQ1 en MM-PU

Purificacion de la enzima
de tipo esterasa
asociada a membrana de
Alicycliphilus sp. BQ1

Ultrasonicacién de células de
Alicycliphilus sp. BQ1 para
obtener extracto celular y
extracto membranal

Identificacion de actividad
enzimatica tipo esterasa
en el extracto membranal
y no en extracto
citoplasmico.

Ensayos para encontrar
condiciones de
estabilidad del extracto
membranal
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Extraccion de
proteinas asociadas
a membrana con

Pruebas de actividad enzimatica
empleando substratos con
cadenas con diferente nUmero
de carbonos

Zwittergent® 3-12

Cromatografia de
interaccion
hidrofébica, eluida con
con (NH,;)2S0O,.
(Phenyl Sepharosa
CL-4B)

Determinacién de la
masa molecular de
la proteina con
actividad esterasa

Digestion de la
proteina asociada a
membrana con
actividad esterasa

Cromatografia de
intercambio aniénico
eluida por adicién de
KCIl 1M
(Q-Fastflow)

Degradacion

Espectroscopia
de Edman P b

de masas en
tandem
(LC/MS/MS)

Cromatografia de
intercambio anidénico
eluida con gradiente
de fosfato de potasio
(Mono Q 10/10)

Obtencion del
extremo N-
terminal de la
proteina

Analisis
comparativo entre
los péptidos
obtenidos y base
de datos
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6. MATERIALES Y METODOS

I. Cultivo y cosecha de células

1.

Descongelar un tubo eppendorf almacenado a -70 °C el cual contiene células de
Alicycliphilus sp cepa BQ1 preservadas con glicerol al 30% y con ayuda de un
asa bacteriologica estéril se realiza una siembra por estria cruzada en una caja
de medio Luria-Bertani (LB) solido y se deja en incubacién por 48 h a 37 °C. Se
obtienen colonias color blancas-crema, de bordes definidos, convexas, brillantes.
De una colonia de Alicycliphilus sp. en LB solido inocular 5 mL de LB liquido y
dejar en incubacién a 37 °C, 200 rpm, 12 horas (overnight, ON)

Medir la densidad oOptica a 660 nm (DOsggo) € inocular 50 mL de medio LB fresco
con lo equivalente a una DOgg= 0.1 y dejar en incubacion hasta alcanzar una
DOgso= 0.8 a 37 °C, 200 rpm (aprox. 6 h) (pre-cultivo).

Inocular 4 L de Medio Minimo-Poliuretano con 0.3% de Hydroform (poliuretano
comercial al 30% soluble en agua) (MM-PUh) con la cantidad de pre-cultivo
necesario para obtener una DOggo= 0.02. Dejar en incubacion a 37 °C, 200 rpm,
16 h.

La biomasa de Alicycliphilus sp se separa por centrifugacion empleando un rotor
GSA (centrifuga RC5C Plus, Sorvall) a 7,500 rpm (~9,000 x g ), durante 15 min, a
4 °C, en botellas estériles previamente pesadas.

Las células obtenidas se lavan dos veces con solucion amortiguadora de fosfato
de potasio 20 mM, pH 7.0 y centrifugandose a las condiciones descritas
anteriormente.

Preparar, con la biomasa obtenida, una suspension celular al 25% (w/v) con
solucion amortiguadora de fosfato de potasio, 0.1 M, pH 7.0. Por 4 L de cultivo se
obtienen aproximadamente 9 gramos con los cuales se producen 36 mL de

suspension celular.
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I. Ultrasonicacion (modificacion de Kermasha et al., 2000).

1. Dividir la suspension celular en muestras de 20 mL. Colocarlas en vasos de
precipitados de vidrio de 50 mL previamente enfriados.

2. Someter las muestras a ultrasonicacion, sobre hielo, dando 6 repeticiones de los
siguientes parametros: 15 segundos de disrupcion, con una amplitud del 25%
(Vibra-Cell), seguidos de 15 segundos de descanso.

3. Centrifugar las células lisadas en tubos previamente pesados y estériles
empleando un rotor SS-34 (centrifuga RC5C Plus, Sorvall) a 8,700 rpm (~9,000 x
g ), durante 20 min, a 4 °C.

4. Retirar el sobrenadante (SN), pasarlo a un tubo limpio y conservarlo a 4 °C. Esta
fraccion corresponde al extracto citoplasmico (EC).

5. Lavar los residuos membranales con solucion amortiguadora de fosfato de
potasio 20 mM, pH 7.0 en el volumen suficiente para resuspenderlos
(aproximadamente 25 mL) y centrifugar en un rotor SS-34 (centrifuga RC5C Plus,
Sorvall) a 8,700 rpm (~9,000 x g ), durante 15 min, a 4 °C. Repetir este paso dos
veces.

6. Someter los residuos membranales a un tratamiento de extraccion de la enzima
asociada a membrana por accion de un detergente. Para ello, agregar 2 mL de
solucién amortiguadora de fosfato de potasio 20 mM, pH 7, con 0.22% de
Zwittergent® 3-12 (Calbiochem) por cada gramo de residuos membranales y dejar
en agitacion en vértex con nivel de agitacion 5-6 (Vortex-Genie 2, Scientific
Industries) por 1 h, a 4 °C.

7. Transcurrido el tiempo de agitacion se obtiene una suspension de consistencia

viscosa, la cual se filtra utilizando gasa previamente humedecida con solucién

amortiguadora de fosfato de potasio 20 mM sin Zwittergent® 3-12 (Calbiochem).

De esta forma se obtiene el extracto membranal (EM).
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[ll. Purificacion de la enzima de tipo esterasa asociada a membrana de

Alicycliphilus sp.

Con la finalidad de identificar y caracterizar la(s) enzima(s) responsable(s) de la

actividad tipo esterasa se procedid a someter los extractos membranales de

Alicycliphilus sp. a un proceso de purificacion. Para ello se sigui6 el protocolo que a

continuacion se describe y que fue desarrollado por A. Oceguera, 2008

(comunicacion personal) y que se basé en el descrito por Akutsu (1999) para

purificar la esterasa de membrana de Comamonas acidovorans TB35.

1. Se establece un cultivo de Alicycliphilus sp BQ1 en MM-PUh de acuerdo al
protocolo descrito en el punto 1.1. Cumplidas las 16 h de incubacién de 4 L de
MM-PUh con 0.3% de Hydroform a 37 °C y 200 rpm se procede a centrifugar
utilizando el rotor GSA (centrifuga RC5C Plus, Sorvall) a 7,500 rpm (~9,000 x g ),
durante 15 min, a 4 °C, para obtener dos fases: el sobrenadante y la pastilla
celular. A partir de este punto se comienza a trabajar a 4 °C para tratar de
preservar en optimas condiciones a la proteina de interés.

2. Realizar el tratamiento de las células con Zwittergent® 3-12, descrito en los
puntos 1.6 y I1.7.

3. Una vez filtrada, la suspension se centrifuga empleando el rotor GSA (centrifuga
RC5C Plus, Sorvall) a 7,500 rpm (~9,000 x g ), durante 15 min, a 4 °C.

4. Desechar el pellet formado y conservar el sobrenadante (SN), el cual se somete a
didlisis con membranas con corte de 6 kDa (SpectraPor, Spectrum Laboratories
Inc.) realizando recambios de solucién amortiguadora de fosfato de potasio 20
mM, pH 7, durante las dos primeras horas (aproximadamente 1 L/h) y
posteriormente, se realiza un ultimo recambio de solucién amortiguadora, dejando
dializar por 12 h mas con la finalidad de retirar el detergente. De esta forma es
como se obtiene el extracto membranal (EM). Se obtienen aproximadamente 30
mL de EM por 4 L de cultivo.

5. El EM se separa por cromatografia de interaccion hidrofébica, eluida por
gravedad con gradiente inverso en un so6lo paso, con (NH;),SO,. Para esta

cromatografia el extracto membranal se lleva al 12.5% de saturacion con
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(NH4)2S0O,4 (0.07 g/mL) y se hace pasar por una columna cromatogréfica de 2.5
cm de didmetro por 2.5 cm de alto en la cual estan empacados 10 mL de resina
Phenyl Sepharosa CL-4B (Sigma-Aldrich, No. cat. P7892). La Phenyl Sepharosa
habia sido previamente lavada con 100 mL de agua desionizada y posteriormente
equilibrada con una solucion amortiguadora de fosfato de potasio 20 mM, pH 7, al
12.5% de saturacion de (NH4)>.SO, (solucion de equilibrio). Al hacer pasar el EM
por la columna se genera la fraccion proteica unida a la columna. La fraccion de
lavado se obtiene al hacer pasar 100 mL de la solucién de equilibrio por la
columna. La fraccibn unida se eluye de la resina con 50 mL de solucion
amortiguadora de fosfato de potasio 20 mM sin (NH4)>SO, (solucion de elusion 1).
. Se continda la purificacion utilizando la fraccién no unida a la columna de Phenyl
Sepharosa CL-4B, ya que en ella se detecto la actividad esterasa. Dicha fraccion
se somete a una cromatografia de intercambio anidnico eluida por adicion de KClI
1M. Para ello, la fraccion no unida a la columna de Phenyl Sepharosa se hace
pasar por una columna de 2.5 cm de didmetro por 2.5 cm de alto en la cual estan
empacados 10 mL de resina catidénica Q-Fastflow. Esta columna previamente se
habia preparado, lavando la resina con 100 mL de solucion amortiguadora de
fosfato de potasio 20 mM, pH 7, con KCI 1 M (solucién de elusion Il), luego con
100 mL de agua desionizada y finalmente fue equilibrada con una solucion
amortiguadora de fosfatos 20 mM, pH 7 (solucion de equilibrio Il). Después de
cargar la fraccion protéica no unida a la columna de Phenyl Sepharosa CL-4B en
esta columna, se adicionaron 100 mL de solucién de equilibrio I, de la cual se
obtuvo la fraccion de lavado y posteriormente, la fraccion unida se eluyo de la
resina por gravedad con 50 mL de la solucién de elusion II.

. La fraccion unida se desala por ultrafiltracion con Centricon con membranas de
corte de 10 kDa (Amicon Ultra, Millipore), utilizando como diluyente cuatro
volimenes de solucion amortiguadora de fosfato de potasio 20 mM. pH 7, para
retirar el KCI presente. Ademas con este paso también es posible concentrar la

muestra para obtener un volumen final entre 1-2 mL. Para la ultrafiltracion se
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utiliza el rotor de angulo fijo SSA (centrifuga RC5C Plus, Sorvall) a 4,500 rpm
(~2,500x g), a4 °C.

8. El siguiente paso de la purificacion consiste en hacer pasar la fraccion unida a la
columna Q-Fastflow por una cromatografia de intercambio anionico eluida con
gradiente de fosfato de potasio. Para esta cromatografia se emplea una columna
pre-empacada Mono Q 10/10, equilibrada con solucién amortiguadora de fosfato
de potasio 20 mM, pH 7. Se desecha la fraccion no unida obtenida al lavar la
columna con un amortiguador de fosfato 20 mM pH 7.0 y la fraccién unida se
eluye a 0.5 mLemin™® con un gradiente de fosfatos de 20 a 500 mM. Esta
cromatografia fue corrida en un equipo de cromatografia de alta presion (HPLC)
(Controlador 600S, Detector 996, Bomba 626, Waters Corporation). Para este
paso del protocolo recibimos el apoyo de la Dra. Rosario A. Mufioz Clares y el
M.C. Carlos Mujica (Lab-102, Depto. Bioquimica, Fac. Quimica, UNAM).

IV. Cuantificacion de proteinas (Bradford, 1976)

Para determinar la concentracion de proteina presente en las muestras obtenidas se
utilizé el método de microensayos de Bradford (Bio-Rad), ya que con éste se utiliza
menos reactivo y se requieren cantidades menores de muestra.

1. Preparar una solucién 1 mg/mL de BSA (Gibco) para realizar la curva estandar.

2. En tubos eppendorff pequefios se prepara una curva estandar de acuerdo a la

siguiente tabla:

BSA (pL) | Proteina (pg) | H.O desionizada (uL)
1 1 799
3 3 797
7 7 793
10 10 790
12 12 788

El blanco se prepara con 800 uL de H,O desionizada.
3. Preparar las muestras a las que se les cuantificara la cantidad de proteina de

acuerdo a la siguiente tabla:
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No. ML de o
H,O desionizada (ML)
muestra muestra
1 1 799
2 3 797
3 793
4 10 790

4. Ya que se preparan los estandares y las muestras, agregar 200 pL de reactivo de
Bradford a cada tubo.

5. Leer en el espectrofotometro a 595 nm empleando cubetas de plastico de 1 mL.

6. Con los valores obtenidos graficar Absorbancia contra Cantidad de Proteina
(utilizar valores que se encuentren en condiciones de linearidad) para obtener la
ecuacion de la recta (y= mx + b), donde y=Absorbancia, x=concentracion de

proteina (ug/uL) de la muestra.

V. Zimograma

Para determinar si el EM y el EC presentaban actividad enzimatica de tipo esterasa

se utiliza la técnica de zimograma, la cual nos permite observar la apariciéon de un

producto fluorescente al observarse con luz ultravioleta (UV) (Diaz et al., 1999).

Dicho producto se origina por la hidrdlisis de un enlace, la cual es catalizada por la

enzima de interés, en este caso la esterasa.

1. Someter alicuotas con la misma cantidad de proteina del EM y del EC a un gel
desnaturalizante de poliacrilamida al 12% SDS-PAGE (Laemmli, 1970) (Ver
receta en el apéndice). No olvidar cargar un control positivo, el cual en este caso
fue una lipasa de Pseudomonas fluorescens (40 U/ug, 3 mg/mL) (Sigma, No. Cat.
95608)

2. Lavar el gel con Triton X-100 (Sigma, No. Cat. 9002-93-1) al 2.5% (se debe
preparar al momento de utilizarlo), por 45 min con agitacién, con el objeto de
eliminar el SDS del gel.

3. Enjuagar por un min. con solucién amortiguadora de fosfato de potasio 20 mM,
pH 7.
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4.

5.

Preparar una solucion stock de butirato de metilumbeliferona (BioChemica No.
cat. 19362) 50 mM utilizando dimetilsulfoxido (DMSO) (Sigma-Aldrich, No. cat.
200-664-3) como disolvente (Ver anexos).

Agregar sobre el gel aproximadamente 15 mL de una solucidon de butirato de
metilumbeliferona 1.6 mM, la cual se prepara a partir de la solucién stock 50 mM,
que se diluye con solucion amortiguadora de fosfato de potasio 20 mM, pH 7.
Incubar 1 min a temperatura ambiente, con agitaciéon suave y en obscuridad.
Exponer a un transiluminador de luz UV a una longitud de onda de 312 nm (Foto
UV 21, Fotodyne). Las proteinas con actividad esterasa se observardn como
bandas de color blanco intenso, sobre un fondo obscuro.

VI. Estabilizacién de la actividad esterasa del extracto membranal

Con el objetivo de lograr que la actividad esterasa presente en el extracto membranal

fuera estable durante méas tiempo, se realizaron una serie de pruebas empleando

crioprotectores diversos (Kermasha et al., 2000; Xu et al., 2005).

1.

2.

Establecer cultivos de Alicycliphilus sp. BQ1, cosechar las células por
centrifugacion y realizar la ultrasonicacion descrita en el punto Il.

Preparar los crioprotectores: acetato de sodio 1M y NaCl 1M. Los crioprotectores
se deben preparar con solucion amortiguadora de fosfato 20 mM, ya que en esta
solucion se encuentra el extracto membranal. El otro crioprotector utilizado es el
glicerol.

Con el extracto membranal obtenido se preparan las muestras con los
crioprotectores (1:1): poner 250 pL del extracto membranal en un tubo eppendorf
el cual contiene 250 pL del crioprotector. De esta forma la concentracion del
crioprotector es 0.5 M. En el caso del glicerol se ponen 350 pyL de extracto
mebranal y 150 pL de glicerol, para obtener una concentracion final del 30% de
crioprotector. No olvidar la preparaciéon de los controles con 500 uL de extracto
membranal sin crioprotectores.

Una vez mezclados los componentes, los tubos eppendorf que contienen las

muestras con los agentes crioprotectores fueron introducirlos en N liquido junto
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con los controles, cuidando que todos los tubos se congelen y posteriormente se

almacenan a -70 °C. Tener la precaucion de no congelar un tubo control y un tubo

de cada muestra con los diferentes crioprotectores, los cuales serviran para hacer
los ensayos al tiempo cero.

5. Realizar el ensayo de zimograma para actividad enzimatica tipo esterasa descrito
en el punto V. Para ello, en los andlisis que no corresponden al tiempo 0, se
deben descongelar un control y un tubo de cada muestra con los diferentes
crioprotectores a los tiempos de interés establecidos. En los experimentos
realizados se observo el efecto crioprotector a las 0, 24, 48, 72 y 96 horas.

VII. Cuantificacién espectrofotométrica de la actividad esterasa empleando p-

nitrofenil acetato (p-NPA)

Con la finalidad de monitorear la conservacion de la actividad enzimatica de tipo

esterasa a lo largo del proceso de purificacion se toman alicuotas de diferentes

puntos del proceso:

1. Alicuota del extracto crudo.

2. Alicuota de la fracciobn no unida de la cromatografia de interaccién hidrofébica
eluida con gradiente inverso en un solo paso, con (NH4),SOs..

3. Alicuota de la fraccion unida de la cromatografia de intercambio aniénico eluida
por adicion de KCI 1M.

4. Alicuota de la cromatografia de intercambio anionico eluida con gradiente de

fosfato de potasio.

Estas alicuotas se utilizan para realizar ensayos de actividad enzimética, los
cuales se fundamentan en la hidrdlisis del p-nitrofenilacetato (p-NPA). Cuando el p-
NPA se hidroliza genera los productos p-nitrofenol (p-NP), p-nitrofen6xido (p-NPQO") y
acido acético. El p-NPO" puede ser cuantificado espectrofotométricamente a una
longitud de onda de 405 nm. La aparicion de p-NPO" permite observar la hidrolisis
del sustrato (p-NPA) ocasionada por la actividad enzimatica de tipo esterasa que se
encuentra en cada alicuota obtenida (Alastair et al., 1977) (Figura 3).

Debido a que el p-NPA se hidroliza en presencia de agua, se debe de disolver en

acetonitilo (CH3CN), para obtener una concentracion 20 mM (del p-NPA)
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Figura 3. Reaccion de hidrélisis del p-NPA. Reaccion en la que se basa el método
espectrofotométrico para medir la actividad enzimatica tipo esterasa. La reaccion se
mide a 405 nm para cuantificar la aparicion del ion p-nitrofenéxido.

Las reacciones de hidrdlisis se hacen en forma individual para cada alicuota.

1. Se toman 100 ul de cada alicuota con la actividad enzimatica y se colocan en una
celda de pléastico la cual contiene 650 ul de solucion amortiguadora de fosfato de
potasio 200 mM, pH 7 y 250 ul de p-NPA, 20 mM, disuelto en acetonitrilo.

2. La celda se coloca en un bafio de agua a 37 °C y se afiaden 250 ul de solucién
de p-NPA 20 mM, disuelto en acetonitrilo.

3. Comenzar a medir el tiempo de la reaccion, registrando los valores de
absorbancia a los 30, 90 y 180 segundos de reaccion, a una longitud de onda de
405 nm.

Debido a que el p-NPA sufre hidrélisis quimica se realiza un blanco de reaccién.
Para ello, en una celda de plastico se ponen 750 ul de solucion amortiguadora de
fosfato 200 mM, pH 7 y 250 ul de p-NPA 20 mM disuelto en acetonitrilo y se miden
valores de absorbancia a los 30, 90 y 180 segundos de reaccion. Estos valores se
restan a los valores obtenidos en los distintos tiempos, de los ensayos que contenian
proteina. Como blanco (linea base) en el equipo espectrofotométrico se utiliza una
celda de plastico que contiene 250 pl de acetonitrilo (sin p-NPA) y 750 ul de solucién

amortiguadora de fosfatos 20 mM.
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VIIl. Determinacion de la capacidad de la esterasa de membrana de
Alicycliphilus sp. BQ1 de utilizar substratos de diferente longitud de cadena
Con miras a determinar si la esterasa de membrana de Alicycliphilus sp. BQ1 era
una esterasa o una lipasa, y utilizando como fundamento la reaccion descrita en el
punto VII y en la figura 3, se realizaron ensayos de actividad esterasa utilizando
sustratos con caracteristicas estructurales semejantes, los cuales son derivados del
p-nitrofenol (p-NP), presentan el enlace éster hidrolizable por actividad enzimatica
del extracto membranal y difieren Unicamente en el nimero de carbonos que forman
la cadena lineal de la molécula.

Las moléculas utilizadas fueron: p-nitrofenil acetato (p-NPA) (C,), p-nitrofenil butirato

(p-NPB) (C,), p-nitrofenil caproato (p-NPC) (Csg), p-nitrofenil laurato (p-NPL) (C10) Y p-

nitrofenil palmitato (p-NPP) (Cs).

1. Preparar la solucion A (solucibn amortiguadora de fosfato 200 mM pH 7 con
tensoactivos) y la solucion B (derivados de p-NP al 0.3% en isopropanol) (Ver
Anexos).

2. Realizar una extraccion de proteinas asociadas a membrana utilizando solucién
amortiguadora de fosfato de potasio 20 mM, pH 7 con Zwittergent 3-12 al 0.22%
(solucion de extraccion) para obtener el EM (Ver puntos Ill.1 a 111.4).

3. Realizar la reaccién de hidrélisis en celdas de plastico agregando los reactivos en

el siguiente orden:

¢ Buffer de reaccion (sol. A).......cccoieiiiiiiinnne. 630 pL
e Derivados de p-NP al 0.3% (sol. B) (gota a gota) 70 pL
e Sol. amortiguadora de fosfato 200 mM............. 50 pL
e Extracto membranal.................coi, 50 uL
e Total . 800 pL

NOTA: en el caso del p-NPP la concentracion fue del 0.15% para evitar turbidez en

el medio de reaccion.

4. Mezclar los reactivos por inversion de la celda a temperatura ambiente. La
reaccion de hidrdlisis es estable aproximadamente una hora.

5. Transcurridos 30 minutos, medir absorbancia a una longitud de onda de 405 nm.
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Debido a que los derivados de p-NP sufren hidrdlisis quimica se realiza un blanco
de reaccion para cada sustrato. Para ello, en una celda de plastico se ponen 730 pl
de solucion amortiguadora de fosfato 200 mM pH 7 con tensoactivos y 70 ul de los
derivados de p-NP al 0.3 % (m/v) disueltos en isopropanol y se miden valores de
absorbancia a los 30 minutos de reaccion. Estos valores se restan a los valores
obtenidos en los distintos tiempos, de los ensayos que contenian extracto
membranal. Como blanco (linea base) en el equipo espectrofotométrico se utiliza una
celda de plastico que contiene 70 pl de isopropanol (sin derivados de p-NP) y 730 pl

de solucién amortiguadora de fosfatos 20 mM con tensoactivos.

IX. ldentificacion y determinacion del tamafio de la proteina con actividad
esterasa.

Para poder conocer la masa molecular aproximada de la proteina que presentaba

actividad esterasa, se decidi6 realizar una cromatografia en gel de exclusion

molecular utilizando la resina Superdex 200 (General Electric) acoplada a un equipo
de cromatografia de liquidos.

1. Realizar una extraccion de proteinas asociadas a membrana utilizando solucion
amortiguadora de fosfato de potasio 20 mM, pH 7 con Zwittergent 3-12 al 0.22%
(solucion de extraccion) para obtener el EM (Ver puntos Ill.1 a 111.4).

2. Por ultrafiltracion en Centricon con membranas de corte de 10 kDa (Amicon Ultra,
Millipore), concentrar la muestra hasta un volumen de 200 uL. Se puede utilizar
el rotor SSA (centrifuga RC5C Plus, Sorvall) a 4,500 rpm (~2,500 x g), a 4 °C.

3. Inyectar la muestra al equipo de cromatografia de liquidos (Controlador 600S,
Detector 996, Bomba 626, Waters Corporation) estableciendo las siguientes
condiciones:

e Columna Superdex 200 (General Electric)

e Velocidad de Flujo: 0.5 mL/min

e Tamafo de Fraccion: 0.5 mL /min = 1 fraccion/min

Para este paso del protocolo recibimos el apoyo de la Dra. Rosario A. Mufioz
Clares y el M.C. Carlos Mujica (Lab-102, Depto. Bioquimica, Fac. Quimica, UNAM).
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NOTA: para cada carga de muestra es necesario hacer una calibracion del equipo
con marcadores de peso molecular a las condiciones a las que se corre la muestra.
Es decir, si la muestra esta en solucion amortiguadora de fosfato de potasio 20 mM
pH 7, es necesario que el marcador de peso molecular que se utilice para calibrar el

equipo se haya disuelto en la misma solucién amortiguadora que la muestra.

X. Obtencion del extremo N-terminal de la proteina asociada a membrana con

actividad esterasa purificada a partir de Alicycliphilus sp.

Con la proteina de interés purificada se corrié un gel de poliacrilamida al 12%, el cual
se transfiri6 a una membrana de fluoruro de polivinilideno (PVDF) (Immobilon-P,
Millipore) y posteriormente se tifi0 la membrana con azul de Comassie. La
membrana tefiida se envio con el Dr. Guillermo Mendoza Hernandez para someter a
la muestra a un proceso de digestion para que posteriormente, mediante el método
de degradacion de Edman, obtener el extremo N-terminal de la proteina.

Durante la degradacion de Edman, el residuo amino-terminal de una proteina
se etiqueta y se separa del péptido sin afectar a los enlaces peptidicos entre los
otros residuos. Esto se logra al hacer reaccionar feniloisotiocianato (PITC-reactivo de
Edman) con la a-amina de la cadena polipeptidica bajo condiciones béasicas para
formar un péptido feniltiocarbamilado (PTC). Posteriormente, bajo condiciones acidas
ocurre un corte peptidico que genera un aducto aminoacido-anilinotiazolinona (AZT),
la cual al ser inestable a esas condiciones se convierte en una feniltiohidantoina
(PTH), las cuales pueden ser analizada por cromatografia de liquidos de alta
resolucion (HPLC) al comparar los tiempos de retencidbn con estandares de

aminoacidos de tipo PTH (Figura 4) (http://www.genosphere-biotech.com/Edman-

Degradation.html)
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Figura 4. Ciclo de Edman. La formacion de fragmentos peptidicos con un anillo ciclico de
cinco miembros permite relacionar los tiempos de retencion de dichos fragmentos
peptidicos con estandares comerciales para posteriormente identificarlos.

Xl. Identificacion de la proteina con actividad esterasa purificada de la

membrana plasmatica de Alicycliphilus sp BQ1.

Una vez obtenidas e identificadas las fracciones del proceso de purificacion que
presentaron actividad esterasa utilizando el ensayo de p-NPA y zimograma, se corrio
la muestra con la proteina de interés en un gel desnaturalizante de poliacrilamida
(SDS-PAGE) (Leamlli, 1970) al 12% y se tific con azul de Comassie. Una vez
destefiido el gel, se envié al laboratorio de Dr. Guillermo Mendoza Hernandez
(Departamento de Bioquimica, Facultad de Medicina, UNAM) para la digestion de la
proteina. Para la identificacion de los péptidos obtenidos de la digestion se utilizo el
meétodo de espectrometria de masas en tandem (LC/MS/MS) (ABI 3200 Q TRAP®
LC/MS/MS System, IET Ltd.) y los resultados obtenidos fueron analizados con el

programa Mascot (Matrix Science Ltd.) (http://www.matrixscience.com).
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1 Alicycliphilus sp. BQ1 cultivado en un medio minimo con PU sd6lo presenta
una actividad esterasa.

Con base en la estructura del PS-PU, se ha propuesto que las actividades
enzimaticas que podrian actuar sobre sus diferentes enlaces serian actividades de
tipo proteasa, ureasa y esterasa (Nakajima-Kambe et al., 1999). En un trabajo previo
de nuestro laboratorio se demostré que Alicycliphilus sp BQ1 era capaz de crecer en
un medio minimo cuya Unica fuente de carbono era el Hydroform (MM-PUh), un
barniz de poliuretano, y que este polimero era hidrolizado en sus enlaces éster al ser
utilizado para el crecimiento de Alicycliphilus sp. (Oceguera et al., 2007). También se
detectdé una actividad esterasa en el SN del medio de cultivo (Oceguera, 2005).
Akutsu y colaboradores (1998) encontraron que Comamonas acidovorans TB35
posee dos enzimas tipo esterasa capaces de atacar PS-PU: una extracelular que se
localiz6 en el sobrenadante del medio de cultivo y otra unida a la membrana
plasmatica de la bacteria. En ese trabajo también se determind que la pérdida de
peso de cubos de PU incubados con la enzima de membrana, extraida con
detergente, era diez veces mayor que la obtenida con la enzima extracelular. Ambas
enzimas ya han sido purificadas y se ha determinado que atacan la porcién éster del
PU. Sin embargo, la esterasa unida a la membrana es capaz de atacar los enlaces
éster dentro de la molécula de PU, mientras que la esterasa extracelular ataca las
porciones éster de la materia prima en la molécula de poli-adipato de polietilenglicol y
su ataque es menor cuando ya se ha polimerizado (Akutsu et al., 1998).

Dado lo anterior, en este trabajo nos dimos a la tarea, primero, de determinar si
existia una actividad esterasa asociada a membrana en Alicycliphilus sp BQl1
cultivado en MM-PUh. Asi, se realizo el fraccionamiento de las membranas y el
citosol de este cultvo. Una vez obtenidas las dos fracciones celulares (EC y EM) las
proteinas fueron separadas en un gel desnaturalizante (SDS-PAGE) y con el objetivo
de identificar cuales presentaban actividad enzimatica tipo esterasa se empledé un
zimograma para esterasa. Aungque en ambas fracciones se observa un gran numero

de proteinas, tanto de origen citoplasmico (EC), como proteinas periféricas e
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intrinsecas a la membrana celular (EM) (figura 5A), en el zimograma sélo se observo
una banda, es decir solo una proteina, con actividad esterasa asociada
principalmente al extracto membranal. Esta sefial presenta una masa molecular
aproximada de 33 kDa (figura 5B).

Este resultado coincide con lo reportado por Akutsu y colaboradores (1998) en
cuanto a la presencia de una esterasa en la membrana citopldsmica. Sin embargo, el
tamafo reportado para esa esterasa fue de 62 kDa mientras que para la encontrada
en Alicycliphilus sp BQ1 fue de 33 k Da.
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Figura 5. Actividad esterasa de extracto citoplasmico y extracto
membranal de Alicycliphilus sp. BQ1 cultivada en un medio minimo
con PU. A) SDS-PAGE al 12% tefiido con azul de Commasie. MM,
marcadores de masa molecular; C(+), control positivo, lipasa de
Pseudomonas fluorescens (3 mg/mL, 40 U); EC, extracto citoplasmico;
EM, extracto membranal, cada carril se cargd con 30 ug de proteina. B)
Zimograma para detectar actividad esterasa equivalente al gel en
A). La flecha indica la presencia de actividad esterasa en los extractos
(la sefial original es blanca con un fondo obscuro, pero se presenta en
negativo para mas claridad).
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7.2 Estabilizacion del extracto membranal.

Debido a que en los primeros ensayos de determinacion de actividad esterasa
obtenida de EM se observé que la vida activa de la enzima no era mayor de 3 dias
después de haber sido extraida de la membrana, se considerd la posibilidad de
identificar alguna condicion con la cual estabilizar la enzima para conseguir mantener
su actividad por tiempos més largos. Con este propdsito se realizaron una serie de
experimentos basados en la congelacion de la enzima, dentro de su entorno
membranal, a -70 °C probando el efecto de varios crioprotectores y empleando el
zimograma para determinar cualitativamente la actividad de la enzima después del
tratamiento.

Las moléculas utilizadas para estabilizar a la enzima congelada fueron
seleccionadas a partir de una revision de trabajos de preservacion de actividad de
esterasa, en los cuales se identifican como buenos agentes crioprotectores al
acetato de sodio, al cloruro de sodio (Xu et al., 2005) y al glicerol al 30% (Kermasha
et al., 2000). Los primeros dos corresponden a agentes estabilizantes de tipo idnico,
mientras que el tercero es un agente estabilizante de tipo osmdtico.

Los resultados obtenidos en los experimentos de estabilizacion de la actividad

enzimatica de la esterasa en el extracto membranal, se presentan en la tabla 3.
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Tabla 3. Estimacion del efecto de congelacion y uso de crioprotectores en la

estabilidad de la esterasa de membrana de Alicycliphilus sp BQL1.

Tiempo (h) Crioprotector Intensidad *
Sin +++
Acetato de sodio ++
0 NaCl ++
Glicerol +++
Sin +++
Acetato de sodio ++
24 NaCl ++
Glicerol +++
Sin ++
Acetato de sodio +
48 NaCl +
Glicerol ++
Sin —
Acetato de sodio —
72 NaCl —
Glicerol +
Sin —
Acetato de sodio —
96 NaCl —
Glicerol —

* La intensidad de las bandas de actividad en el zimograma se asigné con base en una
escala cualitativa: (+++) muy intensa, (++) moderadamente intensa (+) poco intensa (-) no
detectable.
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Los resultados obtenidos indican que la actividad enzimatica de la esterasa
asociada a membrana es muy sensible a cambios en el medio que la rodea. Esto
debido a que después de realizar el zimograma al tiempo cero de haber agregado el
agente crioprotector la intensidad de las bandas que contenian agentes
crioprotectores de tipo idnico (moderadamente intensas) eran menores con relacion
a la banda que correspondia a la muestra sin crioprotector (muy intensa), mientras
gue con glicerol la intensidad de la banda era muy semejante (muy intensa) a la del
control. Este comportamiento indica que la naturaleza de los crioprotectores afecta la
estabilidad de la esterasa asociada a membrana,

A las 24 h de almacenamiento, la actividad enzimética no presentd ningun
cambio con relacion al tiempo cero, con lo cual se puede decir que la estabilidad de
la enzima se mantuvo constante. Sin embrago, a las 48 h se comenz6 a observar
una disminucion en la intensidad de las bandas, siendo las bandas de la muestra sin
crioprotector y la que contenia glicerol moderadamente intensas, mientras que las
bandas de la muestra con crioprotectores de tipo iGnico eran poco intensas.

A las 72 h, la intensidad de las bandas de la muestra sin crioprotector y de la
muestra con glicerol fueron poco intensas, pero ya no fue posible observar las
bandas de actividad correspondientes a las muestras con los crioprotectores de tipo
i6nico. Finalmente, a las 96 h, ya no se detectdé ninguna banda de actividad
enzimatica tipo esterasa, ni en las muestras con crioprotector, ni en la muestra sin él.

De los agentes crioprotectores utilizados, el que estabilizé a la enzima por
mas tiempo fue el glicerol, lo cual probablemente se debi6 a que este tipo de
crioprotector es un cosolvente que ayuda a mantener la estabilidad de las
interacciones hidrofébicas dentro de la proteina al incrementar la densidad molecular
de la solucién sin cambiar la constante dieléctrica de la misma (Coligan, 1999;
Simpson, 2004), mientras que los otros crioprotectores pudieron haber ocasionado
precipitacion de la proteina por la concentracion a la que fueron utilizados (Simpson,
2004). Sin embargo, no fue posible lograr un incremento significativo en la
estabilidad de la actividad enzimética, comparada con el tratamiento en el que no se

aplico crioprotector.
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Dentro de los factores que ocasionan inestabilidad de las enzimas se
encuentran: alteraciones en las condiciones de la solucidn que contiene a la enzima
(concentracion, temperatura, pH), pérdida de cofactores esenciales, exposicion a
proteasas, oxigeno o metales pesados y cambios fisicos de la muestra (congelar o
descongelar) (Simpson, 2004). En el caso de la enzima en estudio, se identificaron la
mayoria de estos factores, excepto quizé la exposicion a metales pesados, lo cual
seguramente esta provocando la inestabilidad de la proteina y consecuentemente la
disminucioén en la actividad enzimatica.

En el caso particular de la proteina de interés, seria recomendable probar
otras modificaciones al protocolo propuesto. Se podria contemplar el uso de
inhibidores de proteasas, siempre y cuando no afecten la estabilidad de la enzima, y
evitar cambios fisicoquimicos drasticos, lo cual podria lograrse almacenando la
muestra en una solucion con concentracion de sales y/u otros compuestos

adecuada, al igual que el pH, a una temperatura de 4 °C.

7.3 La actividad enzimatica del extracto membranal fue capaz de hidrolizar
ésteres de longitud de cadena intermedia.

Al realizar reacciones de hidrolisis con diferentes sustratos se observé que la
actividad esterasa asociada a membrana de Alicycliphilus sp. BQ1 era mayor en los
ensayos realizados con p-NPB. La actividad enzimética con los otros sustratos fue
menor, observandose el siguiente orden decreciente: p-NPC, p-NPL, p-NPA y p-NPP
(figura 6).
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Figura 6. Actividad esterasa del extracto membranal sobre derivados de p-NP con
diferentes longitud de cadena de carbonos. Se determiné la capacidad de hidrélisis de
la esterasa empleando extractos membranales. Cantidad de proteina: 2.6 pg/reaccion.
Los substratos probados fueron p-nitrofenil acetato (p-NPA) (C2), p-nitrofenil butirato (p-
NPB) (C4), p-nitrofenil caproato (p-NPC) (C8), p-nitrofenil laurato (p-NPL) (C10) y p-
nitrofenil palmitato (p-NPP) (C16).

El comportamiento observado indica que la actividad enzimética asociada a
membrana tiene cierta especificidad ante sustratos con cadena de carbonos de
longitud media (p-NPB, (C4), p-NPC (Cg) y p-NPL (Ci0)), seguidos por los sustratos
con cadena de carbono corta (p-NPA (C5)). En el caso del p-NPP (Ci6) no se detecto
actividad enzimatica. Estos resultados indican que la enzima asociada a membrana
con actividad esterasa no corresponde a una “lipasa verdadera”, ya que este tipo de
enzimas puede hidrolizar facilmente ésteres con acidos grasos de cadena larga (>10
atomos de carbono), como el p-NPP (Cig), mientras que el hecho de hidrolizar
ésteres con &cidos grasos de longitud de cadena media y corta indican un
comportamiento semejante a las carboxilesterasas (Jaeger et al., 1999; Fojan et al.,
2000).
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7.4 Purificacion de la proteina con actividad esterasa asociada a membrana de
Alicycliphilus sp. cultivada en MM-PUh.

Con base en los primero resultados en los que encontramos solo una actividad
esterasa en el EM, nos propusimos realizar un proceso de purificacion a dicha
fraccion celular, el cual permitiria obtener mayor informacién de la proteina con
actividad enzimética tipo esterasa.

Después de tratar la fraccion membranal con el Zwittergent para extraer las
proteinas de membrana y las asociadas a ella, se realizé una didlisis para eliminarlo.
Posteriormente, se llevdo el EM al 12.5% de saturacién con sulfato de amonio
((NH4),S0,) para posteriormente hacerlo pasar a través una columna cromatografica
de interaccion hidrofobica (Phenyl Sepharose CL-B4), obteniéndose tres fracciones:
fraccion no unida, fraccién de lavado y fraccion unida, siendo la fraccién no unida la
gue presentaba actividad esterasa en el ensayo con p-NPA como sustrato. De esta
forma, la proteina presente en la fraccion no unida disminuy6 a un valor cercano al
4% con relacién a la proteina total inicial y se logré que la actividad especifica se
incrementara 13 veces (tabla 4), lo cual indica que con esta columna cromatografica
fue posible disminuir de forma considerable la cantidad de proteinas presentes de

acuerdo a las propiedades hidrofobicas de las mismas.

Tabla 4. Purificacion de esterasa asociada a membrana de Alicycliphilus sp.

Paso Volumen | Actividad Proteina | Actividad especifica | Incremento
(mL) total (U) (mg) (U/mg proteina) de actividad
especifica
Extracto 104 1.07 x 10 235 454 x10° 1
membranal
Phenyl 21 5.50 x 107 8.88 6.19 x 10™ 13
Sepharose
Mono-Q 0.5 4.7 x 103 3.26 1.44 x 10° 31
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Para el segundo paso del proceso de purificacion se utiliz6 una columna
cromatografica de intercambio anidnico obteniéndose nuevamente tres fracciones,
de las cuales, s6lo la fraccion unida presenté actividad esterasa. En la ultima
columna utilizada en el proceso de purificacion de la proteina, la cantidad de proteina
presente disminuy6é a un valor cercano al 1% con relacion a la proteina inicial y
también se logré un incremento en la actividad especifica de 31 veces.

Se realizé un gel SDS-PAGE que permitié observar como iba disminuyendo la
cantidad de proteinas presentes en las fracciones en las cuales se detectaba la
actividad esterasa al ir realizando el protocolo de purificacion (figura 7).

Para confirmar que la proteina purificada presentaba actividad esterasa se
realizé un zimograma, el cual permitié observar la actividad enziméatica anteriormente
mencionada (figura 8).

Los datos de actividad enzimatica especifica obtenidos y el gel SDS-PAGE
sirven para que, en conjunto, se pueda sustentar el protocolo utilizado para purificar

la proteina con actividad esterasa asociada a membrana de Alicycliphilus sp.
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Figura 7. Purificacion de la esterasa asociada a membrana de Alicycliphilus
sp. BQ1. SDS-PAGE al 12.5% tefido con azul de Commasie. MM, marcadores de
masa molecular; EM, extracto membranal; PS, fraccién no unida a la columna
Phenyl Sepharose; Mono Q, fraccion unida a la columna MonoQ. La flecha indica
la proteina purificada.

KDa MM PP B) MM PP

75 —

50 —
37 —

25
20 —

Figura 8. Actividad esterasa de la proteina purificada a partir de extractos
membranales de Alicycliphilus sp. A) SDS-PAGE tefiido con azul de Commasie.
MM, marcador de masa molecular; PP, proteina purificada (10 ug de proteina) B)
Zimograma de actividad de esterasa correspondiente al gel en A) (la sefial original
es blanca con un fondo obscuro, pero se presenta en negativo para mas claridad).
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5. Determinacion de la masa molecular de la proteina con actividad esterasa.
Una vez realizada la extraccion de proteinas asociadas a membrana de Alicycliphilus
sp., se inyectdé la muestra en el equipo al que estaba acoplada la columna de
exclusion molecular.

Transcurrido el tiempo establecido se obtuvieron 60 fracciones, recordando
que bajo las condiciones establecidas para este experimento, se obtiene una
fraccion por minuto. Con ayuda del cromatograma obtenido (figura 9) se decidio
trabajar a partir de la fraccion 16 hasta la fraccion 50, ya que son en estas fracciones

donde se observa la presencia de proteinas.

035
0.30 i
0.25 |

0.20 |-

A 280 nm

0.10 |

0.05 -
'

000 b —J

0 10 20 30 40 50 60
Tiempo de retencion (min)

Figura 9. Proteinas presentes en extracto membranal de Alicycliphilus sp. Las
fracciones en las que se obtuvieron valores de absorbancia diferentes a cero contienen
proteinas. Cada numero indica los picos de proteina identificados.
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A cada fraccion se le realizaron ensayos con p-NPA para identificar las

fracciones que presentaban actividad enzimética de tipo esterasa. De los seis picos

de proteina identificados, sélo en dos de ellos se detectd actividad esterasa: en el

pico 1y en el pico 4. Del pico 1 las fracciones 16, 17 y 18 fueron las que presentaron

actividad enzimatica, siendo la fraccion 16 la que tuvo valores mas altos, mientras

que en el pico 4 presentaron actividad enzimética tres fracciones (33, 34 y 35),

observandose el valor mas alto en la fraccién 34 (tabla 5).

Tabla 5. Actividad enzimatica de diferentes fracciones obtenidas por filtracion

en gel.
Fraccién 16 17 18 33 34 35
Actividad enziméatica
(nmol p-NPA-min/ 147.295 116.959 117.325 141.447 233.918 117.325
100 yL de muestra)

En el pico 6 el valor de la absorbancia a 280 nm es muy cercano a cero (figura

9), lo cual indica que la cantidad de proteina en esas fracciones es muy baja. Sin

embargo, también se les hicieron los ensayos de actividad para confirmar que no

habia actividad enziméatica. De la fraccién 1 a la fraccién 15 no se hicieron ensayos

de actividad debido a que la muestra entra a la columna de exclusién molecular

hasta la fraccion 16.

Con ayuda de una curva de calibracion realizada con marcadores de masa

molecular comerciales utilizando las mismas condiciones a las que se encontraba

nuestra enzima de interés (figura 10) fue posible relacionar los tiempos de retencion

con el logaritmo de las masas moleculares de las referencias y asi poder conocer un

valor aproximado de la masa molecular de la esterasa asociada a membrana de

Alicycliphilus sp.
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Figura 10. Curva de calibracién de la columna Superdex 200 con marcador de
peso molecular comercial (BIO-RAD No. Cat. 151-1901). Las masas moleculares
(kDa) reportadas para cada proteina son: tioglobulina (670), gamma globulina (158),
ovalbumina (44), mioglobulina (17) y vitamina B12 (1.35).
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Para la fraccién 16 la masa molecular calculada fue de 8,437 kDa. Es probable que
esta masa molecular tan grande corresponda a aglomerados protéicos de la enzima
de interés que se formaron al momento de inyectar la muestra en el equipo debido a
interacciones proteina-proteina, los cuales por su elevada masa molecular salen

rapidamente de la columna.

La masa molecular calculada para la fraccion 34 fue de aproximadamente 31

kDa, lo cual concuerda con los valores obtenidos en los geles SDS-PAGE.

7.6 Obtencion del extremo N-terminal de la proteina asociada a membrana con
actividad esterasa purificada a partir de Alicycliphilus sp.

Los estudios para conocer el extremo N-terminal realizados por el Dr. Guillermo
Mendoza no proporcionaron resultados debido a que el N-terminal se encuentra
bloqueado. Se dice que el extremo N-terminal de una proteina est4 bloqueado
cuando este segmento de la proteina no interacciona con el reactivo de Edman
(fenilisotiocianato) para formar el derivado feniltiocarbamil (PTC-protein) esperado en
la degradacion de Edman. Algunas de las causas que originan el bloqueo, y por
consiguiente, impiden la identificacion del extremo N-terminal son: la acetilacion
(aminoacidos N-acetilados), la glicosilacion (aminoacidos glicosilados) o la
carboxilacién (formacion de grupos carboxilpirrolidona), siendo la acetilacion la mas

comun de ellas (Alphalyse Protein Analysis Blog,

http://proteinanalysis.wordpress.com/2009/08/31/why-is-my-proteins-n-terminal-

blocked/). El bloqueo del extremo N-terminal se presenta aproximadamente en el
cincuenta por ciento de las proteinas y puede ser intrinseco a la proteina o puede
ocurrir durante el procesamiento de la muestra. Es por ello que no es posible obtener
la secuencia del extremo N-terminal de algunas proteinas una vez que se ha
determinado el bloqueo en los aminoacidos localizados en ese segmento de la

proteina.
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7.7 Identificacion de la proteina con actividad esterasa purificada de membrana
de Alicycliphilus sp. BQ1 cultivada en MM-PUh.

Una vez que se realiz0 la purificacion de la proteina y se identificO mediante ensayos
de actividad utilizando el método del p-NPA en qué fracciones se encontraba, se
procedio a realizar un gel desnaturalizante (SDS-PAGE) con dichas muestras y se
tifid con azul de Comassie. De esta forma se pudo observar claramente una proteina
de aproximadamente 33 kDa (figura 8A).

En el laboratorio del Dr. Guillermo Mendoza (Facultad de Medicina, UNAM) se
corté la banda de proteina anteriormente mencionada y se sometiéo a una técnica
conocida como cromatografia de liquidos acoplada a espectrometria de masas en
tandem (LC-MS-MS), la cual es una herramienta utilizada para identificar proteinas.
El fundamento de esta técnica consiste en relacionar fragmentos de péptidos
obtenidos por la espectrometria de masas con bases de datos de aminoacidos de
microorganismos que ya han sido secuenciados. Esta operacion se realiza utilizando
el programa Mascot (Matrix Science Ltd. http://www.matrixscience.com),
obteniéndose asi, la secuencia de aminoacidos mas probable y las proteinas que
corresponderian a dichos fragmentos de aminoacidos. Este analisis se realiz6 con
dos muestras obtenidas en purificaciones independientes.

En el primer analisis realizado se pudieron identificar diferentes fragmentos
de péptidos que, segun la base de datos, podrian corresponder a dos proteinas: una
porina tipo Gram negativo de Acidovorax ebreus TPSY y una porina tipo Gram
negativo de Comamonas testosteroni KF-1, siendo la primera la proteina mas
probable de acuerdo a los datos obtenidos.

En un segundo analisis espectrométrico se identificaron las mismas proteinas.
Sin embargo, la cantidad de fragmentos peptidicos detectados en el ensayo fueron
significativamente mayores para ambas proteinas, siendo nuevamente la porina tipo
Gram negativo de Acidovorax ebreus TPSY la proteina con la que se encontré mayor
identidad (Ver anexo).

Existen diferentes clasificaciones de enzimas bacterianas con actividad

lipolitica dentro de las cuales se encuentran carboxilesterasas, lipasas verdaderas,
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fosfolipasas entre otras. En una de estas clasificaciones (Arpigny y Jaeger, 1999) se
propone un grupo de enzimas conocido como Familia de esterasas GDSL, el cual
presenta algunas caracteristicas interesantes con relacion a los resultados
espectrométricos obtenidos, de las cuales destacan los siguientes:

1. En las esterasas GDSL de Pseudomonas aeruginosa, Salmonella typhimurium y
Photorhabdus Iuminescens el dominio carboxilo terminal presumiblemente se
encuentra como 12 hojas B-plegadas con caracteristicas anfipaticas, las cuales
pueden formar un poro en la membrana externa de las bacterias conocido como poro
tipo B-barril. EI dominio amino terminal puede localizarse en el interior del poro
formado y en algunas ocasiones por efecto de algun proceso proteolitico puede
liberarse al medio extracelular.

2. Al analizar las secuencias de las porinas de Acidovorax ebreus TPSY, que fue la
proteina con mayor identidad y de Comamonas testosteroni KF-1 la segunda en
semejanza, y compararlas con secuencias de esterasas de la familia GDSL (Arpigny
y Jaeger, 1999), es posible identificar algunas secuencias en las porinas analizadas,

conservadas en la familia de esterasas GDSL (figura 11).
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FIGURA 11. Analisis de las secuencias de las proteinas mas probables.
Los aminoacidos que forman los fragmentos de péptidos identificados por
espectrometria de masas se presentan en color rojo. Los aminoacidos
sombreados en color verde, azul, rosa y gris son aminoacidos altamente
conservados en la familia de esterasas GSDL. Los aminoacidos caracteristicos
de la familia GDSL se encuentran sombreados con amarillo. A) Porina de
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Acidovorax ebreus TPSY. B) Porina de Comamonas testosteroni KF-1
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Se buscé en el genoma de Alicycliphilus denitrificans BC recién liberado

(junio, 2010) la secuencia homdloga a la porina de Acidovorax ebreus TPSY,

encontrandose el gen Alide_0358. Al realizar un alineamiento de esta secuencia y

compararla con la secuencia de aminoacidos de otras porinas pertenecientes a

microorganismos filogenéticamente cercanos a Alicycliphilus sp. se logro6 identificar

los aminoacidos caracteristicos de la familia de esterasas GDSL. Asimismo, es

posible proponer los aminoacidos que podrian constituir la posible triada catalitica de

esterasas (Figura 12).
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Figura 12. Alineamiento de secuencias de porinas de diferentes microorganismos.
Alicycliphilus denitrificans, Acidovorax ebreus DTPSY, Acidovorax sp. JS42, Acidovorax
citrulli AACO0O0-1 y Delftia acidovorans SPH-1 Firma de esterasas GDSL sombreada en gris.
Los aminoéacidos que podrian constituir la triada catalitica (S-D-H) se presentan resaltados
en color negro. Simbologia: aminoacidos idénticos(*), aminoacidos conservados (3),
aminoacidos semiconservados(.).
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Con los resultados obtenidos mediante la espectrometria de masas en tandem
y al realizar los alineamientos de las secuencias de aminoacidos, ademas de los
reportes de porinas con actividad enzimatica (Koraimann, 2003; Bishop, 2008), se
puede decir que la proteina purificada es una porina asociada a membrana
extracelular de Alicycliphilus sp. la cual presenta actividad esterasa.

Ademas, existe la posibilidad de que la proteina purificada comparta firmas de
aminoacidos con proteinas de la familia GDSL, lo cual nos permitiria clasificarla en
esta familia de esterasas, y no como una “lipasa verdadera” (Arpigny y Jaeger,
1999). Sin embargo, para tener la certeza de que la actividad esterasa si
corresponde a la proteina que se purificd, es necesario realizar otras pruebas como
lo seria la expresidn de proteina recombinante y pruebas de actividad ante diferentes

sustratos con proteina purificada.
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8. CONCLUSIONES

Se logro purificar una enzima asociada a membrana de Alicycliphilus sp. la
cual tiene una masa molecular aproximada de 31Kda.

La proteina purificada presentd actividad esterasa, la cual no fue posible

estabilizar.

Es probable que la proteina purificada se pueda clasificar como una esterasa
de la familia GDSL.

La actividad esterasa identificada no corresponde a una “lipasa verdadera”
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9. ANEXO
MATERIALES Y REACTIVOS

Medios de cultivo

Medio minimo poliuretano (MM-PUh)
Solucibn A (10 X, 1 L)

KH.PO,4 20.0 g

KoHPO, 70.0 g

Solucién B (100 X, 1 L)
NH4NO3 100.0 g
MgSO, - 7H,0 10.0 g

Solucién C (1000 X. 1 L)

ZnS0O, - TH,0 10 g
CuSO, - 7TH,0 0.10g
FeSO, - 7TH,0 10.0g

La soluciobn A y la solucion B se esterilizan en autoclave (120 °C, 15 min). La
solucion C se esteriliza por filtracion utilizando membranas con poro de 0.22 pum

(Millipore).

Solucién de Hydroform® (3% en sélidos, 100 mL)

Hydroform® comercial (30% en sélidos) 10 mL

1. Aforar a 100 mL con H,O desionizada.
2. Esterilizar por filtracion utilizando membranas con poro de 0.45 pum (Millipore).
Este procedimiento también sirve para eliminar oligobmeros del Hydroform®.
Procedimiento:
1. En condiciones de esterilidad, a 700 mL de agua estéril desionizada agregar,
en el siguiente orden, 100 mL de solucion A, 10 mL de solucién B, 1 mL de
solucion C y 100 mL de Hydroform al 3%.

2. Aforar a 1L y utilizar lo mas pronto posible.
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Medio Luria Bertani (LB) 1 L (ver nota)

Peptona 10 g
Extracto de Levadura 5 ¢
NacCl 10 g

Procedimiento:

Disolver en 600 mL de H,O desionizada con agitacién y aplicar un poco de calor.
Aforar a 1 L con H,O desionizada y esterilizar en autoclave (120 °C, 15 min). Si se
desea que el medio sea solido se deben agregar 15 g de agar a la formulacién antes
de esterilizar.

Nota: La formulacion del Medio LB empleado utiliza el doble de NaCl en
comparacion con Medio LB convencional. Esto es con la finalidad de reducir la

probabilidad de contaminacién ambiental.

Formulacion de las soluciones

Solucion amortiguadora de fosfatos pH 7 (100 mL)
KH,PO,4 20 g

KoHPO, 7.0 g

Procedimiento:

1. Disolver el KH,PO4 en aproximadamente 90 mL de agua desionizada y
posteriormente disolver el KoHPO,.
2. Ajustar el pH a 7 y aforar a 100 mL.
3. Esterilizar por autoclave 120 °C, 15 min.
Solucion amortiguadora de fosfatos 200 mM pH 7 (500 mL)
KH,PO, (1 M) 38.5 mL
KoHPO, (1 M) 61.5 mL

Procedimiento:

1. Preparar las soluciones stock y adicionar las cantidades adecuadas de cada
componente.
2. Llevar a un volumen aproximado de 400 mL y ajustar pHa 7

3. Aforar a 500 mL y almacenar a temperatura ambiente.
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Solucion amortiquadora de fosfatos 200 mM con Zwittergent®3-12 al 0.22% (m/v)

(200 mL)

1. Diluir 20 mL de la solucion amortiguadora de fosfatos 200 mM pH 7 en 180 mL

de agua desionizada.
2. Adicionar 0.44 g de Zwittergent®3-12 y disolver.

3. Almacenar a 4 °C para cuando se requiera utilizar.

Solucién de p-NPA 20 mM en acetonitrilo (50 mL)

Procedimiento:
1. Disolver 181.1 mg de p-NPA en 40 mL de acetonitrilo.
2. Aforar a 50 mL y tapar perfectamente y dejar en lugar seco para evitar una

hidrélisis acelerada del p-NPA.

Solucién de butirato de metilumbeliferona 50mM

1. Disolver 185 mg de butirato de metilumbeliferona en 15 mL de dimetilsulféxido
(DMSO).

2. Almacenar a -20 °C. No preparar mas de 15 mL de la solucién stock debido a
que este reactivo se hidroliza con el paso del tiempo. Es estable
aproximadamente por 45 dias.

3. Para realizar la dilucibn 1.6 mM se debe preparar sélo el necesario para

revelar el gel (aprox. 15 mL)

Gel de poliacrilamida desnaturalizante (PAGE-SDS).
Acrilamida 30% para 100 mL

acrilamida 3049

bisacrilamida 0.8g

Precaucion: la acrilamida es neurotéxica cuando no se ha polimerizado por lo

tanto siempre usar guantes para manejarla. Se supone que ya polimerizada no es
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venenosa pero podrian quedar moléculas sin polimerizar. Por lo tanto siempre usar
guantes, aun que esté polimerizada.

Pesar los compuestos, disolverlos en 80 mL de agua en una parrilla con
agitacion y un poco de calor. Filtrar la mezcla en un embudo con un filtro Whatman
No. 1 u otro de poro grande, después de que se haya disuelto completamente y
aforar a 100 mL con agua deionizada en una probeta. Almacenar a 4°C

Buffer separador para 100 mL
Tris-base 18.17 g
SDS al 20% 2 mL
Ajustar el pH a 8.8 con HCI 12 N

Pesar el Tris, disolverlo en 80 mL de agua deionizada y ajustar el pH. Agregar

el SDS y aforar a 100 mL. Almacenar a temperatura ambiente.

Buffer apilador para 100 mL.
Tris-base 6.06 g
SDS al 20% 2mL
Ajustar el pH a 6.8 con HCI 12N

Pesar el Tris disolverlo en 80 mL de agua deionizada y ajustar el pH. Agregar

el SDS y aforar con agua deionizada. Almacenar a temperatura ambiente.

Buffer de carga 5X para 10 mL
Tris 1M pH 6.8 3.125 mL
glicerol 5.0 mL
SDS (1% final) 05¢g

azul de bromofenol 10% 0.2 mL

B-mercaptoetanol (ver abajo)
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Pesar y medir los ingredientes y llevarlos a 10 mL con agua deionizada.
Almacenar a temperatura ambiente. Inmediatamente antes de usar agregar 4 pL de
B-mercaptoetanol por 20 pyL de buffer de carga. El buffer de esta receta es 5 veces

concentrado es decir debes usar 1/5 de buffer de carga por 1 volumen de tu muestra.

Buffer de corrida 10X para 1 Litro.

Tris-base (NO Tris-HCI) 309
glicina 144 g
SDS 109

Pesar el tris y la glicina, agregar 600 mL de agua deionizada disolver en una
parrilla con agitacion. Checar el pH, debe estar entre 8.3 y 8.8. No ajustarlo, si no
esta a ese pH es que pesaste mal el Tris o usaste Tris-HCI. Volver a pesar, pero
correctamente. Agregar el SDS en polvo, disolverlo y ajustar el volumen a 1000 mL
en una probeta. Almacenar a temperatura ambiente. Antes de usarlo para correr tu

gel, medir 70 mL de este buffer 10X y llevarlo a 700 mL con agua deionizada.

Persulfato de amonio al 20% para 10 mL.

persulfato de amonio 0.2g

Este reactivo es higroscopico y puede deteriorarse creando problemas de
gelificacion. Se recomienda mantenerlo guardado en un desecador a temperatura
ambiente. Pesar el reactivo, disolverlo en agua deionizada. Hacer alicuotas de 500
ML en tubos eppendorf, etiquetarlas y congelarlas a -20°C. Al momento de usar,
descongelar un tubo y marcarlo con la fecha, para seguir usandolo. Preparar tu gel y
volver a congelar el tubo. Puedes descongelarlo hasta 3 0 4 veces mas. Después

mejor desecharlo y usar otro nuevo.
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Colorante Coomassie para tefir geles para 100 mL.

Coomassie 1% en 50%metanol:5% &cido acético glacial
Coomassie Brilliant Blue R250 0.250 g

Metanol grado técnico 45.4 mL
Agua 45.4 mL
Acido acético glacial 9.2 mL

Pesar y medir los reactivos, disolverlos en vaso de precipitado de vidrio (no
usar de plastico). EI coomassie se une a proteinas por lo cual se recomienda usar

guantes para prepararlo. Almacenar a temperatura ambiente.

Fijador v destefidor para 250 mL.

20% Metanol:7.5% acido acético

acido acético glacial 18.75 mL
metanol grado técnico 50 mL

Medir los reactivos. Aforar a 250 mL. Almacenar a temperatura ambiente.

Gel Separador 12%(SDS-PAGE)

H,O desionizada 1.5mL
Buffer separador 1.1mL
Acrilamida al 30% 1.7 mL
Persulfato de amonio al 20% 25 uL
TEMED 2.5 uL

Gel apilador 12% (SDS-PAGE)

H,O desionizada 1.2mL
Buffer apilador 522 uL
Acrilamida al 30% 353 uL
Persulfato de amonio al 20% 20 yL
TEMED 5 uL
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Resumen de péptidos mas probables obtenidos con el programa MASCOT al realizar

la espectrometria de masas en tandem (LC-MS-MS)

User
Email

Search title

: Guillermo Mendoza Hernandez
: menher@servidor.unam.mx

(sample number 1)

MS data file
Database
Taxonomy

Timestamp

: mas1FO0.tmp
: NCBInr 20100424 (10924345 sequences; 3720199341 residues)
: Other Proteobacteria (2776642 sequences)

: Error tolerant search of all significant protein hits

Protein hits:
1. gi]222109877

3(3)

emPAI:

2. gi[221069090

(2)

emPAI:

3. gil292493852

1(1)

penicillin-binding protein,

Mass:
0.09

porin Gram-negative type

Mass:

0.18

porin Gram-negative type

37143

Mass:90242

37864

: 28 Apr 2010 at 22:53:49 GMT

Score:

Score: 67

Score:

1A family

[Acidovorax ebreus TPSY]

[Nitrosococcus halophilus Nc4]

: D:\Analyst Data\Projects\2010\2010_01\Data\DataPorina2.wiff

[Comamonas testosteroni KF-1]

e (i|222109877 porin Gram-negative type [Acidovorax ebreus TPSY]

Secuencia cubierta: 11%

Los péptidos identificados estan en negritas.

1
51
101
151
201
251
301
351

MKKSLIALAV
TSGNATSRLG
LAGGFGEVRL
NNNDANGIRS
VAYDNGPLSV
NATILQQTKDD
AHQISLGYVH
QTGVQLGIRH

LAASGAAMAQ
FRGVEDLGGG
GRDYTPGYTK
SNLISYFTPN
ALSYDESSAL
VPGGSERKVN
NLSKRTALYG
SF

SSVTLFGVVD
LKAGFWLEGE
FISYDVFEGQV
FSGFTAGLGY
TLGSGATAVN
AYMLGASAPV
TVAYLKNKDA

TAFGYVDNAN
IFGDNGNAAG
GIGQFMGWSN
GFDEKADKTN
GADRNRLTLG
GAGEVKAQYA
SNLGLNAKNL

AAGDSVYGLS
FNFQRRSTVS
WNGNNQTTAN
SKKGRYVGGY
GSYNLNVVKL
LYDOKFIDSK
STGGPGAGEN

130 Matches: 3(3) Sequences:
Matches: 2(2) Sequences: 2
64 Matches: 1(1) Sequences:
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0i|221069090 porin Gram-negative type [Comamonas testosteroni KF-1]

Secuencia cubierta: 6%

Los péptidos identificados estan en negritas.

1
51
101
151
201
251
301
351

MKKSLIALAV
SGNATSRLGL
NFGEVRLGRE
ADNMLSYSSP
LSVTAAYGSQ
SGVPSQKYNN
NLSKRTALYG
GIRHAF

LAASGAAMAQ
RGTEDLGGGL
TTPTFRAGLK
NESGEFTANVS
KSVVAGEFTGD
YLLGVSAPVG
TVAYLKNKEG

SSVTLFGIVD
KAGFWLEGAV
YDLEFGATGIG
YAFDEKKQAV
RDEMSIGASY
GVGEVKAQYA
SFMALDAKGV

AGVSYVDNAD
LNDVGGGEFDF
KNQGFSDWAG
AGSNKIGRYV
NEFGMAKVVGL
LYDQKANDAK
SNTVGLKDSG

GNSSNYGMHN
RRESTVRLSG
AGINDADTIR
GGNVGYENGP
AQQIKYKADA
AHQFSLGYVH
AARNQTGVQV
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