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RESUMEN 
 
En el presente trabajo se desarrolló de una metodología que permitiera encontrar residuos 

fuera del sitio catalítico y que modificaran la selectividad Transglicosidación/Hidrólisis (T/H) 

sobre el enlace 1,4-α-glucosídico, aplicándolo en el caso de la familia de enzimas glicósido 

hidrolasa GH13. Con este último propósito, seleccionamos estructuras del Protein Data 

Bank (PDB), correspondientes a miembros de la familia GH13, con actividad 

transglicosídica e hidrolítica. Además, usamos el programa CMView, al igual que un 

programa escrito en R, y comparamos los contactos entre residuos de las hidrolasas contra 

las transglicosidasas.  

Ahora bien, este análisis nos llevó a identificar residuos diferencialmente enriquecidos en 

los dos grupos, lo que nos permitió proponer sustituciones de residuos en una hidrolasa (la 

α-amilasa de Thermotoga marítima AmyA, TmAmyA) y una transferasa (1,4-α-

glucanotransferasa de Thermotoga marítima, TmGTasa). Usando mutagénesis-sitio-

dirigida, construimos los vectores que contenían las variantes propuestas y evaluamos la 

actividad transglicosídicia e hidrolítica tanto de las enzimas silvestres como de las variantes 

sugeridas por nuestra metodología. Con las mutaciones seleccionadas, logramos aumentar 

la selectividad T/H en la hidrolasa TmAmyA y disminuirla en la transferasa TmGTasa. En el 

caso de la variante TmGTasa M279N, logramos reducir la actividad transglicosídica y 

medimos un incremento en la hidrólisis. A pesar de que, en la mayoría de las variantes 

presentadas, el cambio de selectividad T/H se obtuvo por pérdida de la actividad principal 

de cada enzima, mientras la actividad secundaria permaneció intacta o se redujo en menor 

medida, en todos los casos, el cambio de T/H se obtuvo en la dirección deseada. 

De esta suerte, concluimos que el análisis de contactos entre residuos basado en mapas 

de contacto permite identificar sitios blanco de mutagénesis, fuera del sitio catalítico que 

modulan la relación T/H en miembros de la familia GH13, tanto en transferasas como en 

hidrolasas. Asimismo, el análisis de los contactos entre residuos permitió clasificar a las 

enzimas de la familia GH13, de acuerdo con su selectividad como hidrolasas o transferasas, 

y definir un parámetro que refleja las relaciones evolutivas de la familia GH13, permitiendo, 

a su vez, identificar eventos de duplicación y transferencia horizontal de genes, siendo estos 

parámetros más sensibles que el análisis por secuencias, además de poder ser 

automatizados. 
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1. INTRODUCCIÓN  
 

 

Las enzimas son proteínas que aceleran una infinidad de reacciones in vivo e in 

vitro [1–4], cada una con muy alta especificidad de reacción y de sustrato. Estas 

máquinas moleculares tienen un grupo de residuos de aminoácidos dentro de su 

secuencia, denominados residuos catalíticos, que reaccionan con el sustrato para 

llevar a cabo la catálisis [5].  

Los residuos catalíticos en la función enzimática son importantes: eliminarlos 

mediante una sustitución por otro aminoácido lleva a la pérdida parcial o completa 

de la función enzimática, y enzimas homólogas catalizando la misma reacción 

posicionan y orientan sus residuos de la misma forma a pesar de diferencias en la 

secuencia [6]. Esta evidencia sugiere que su adición a cualquier otra estructura 

proteíca con el mismo posicionamiento y orientación llevará a la misma función 

enzimática; sin embargo, parecen no ser el único elemento estructural que permite 

a las enzimas alcanzar sus altas tasas de conversión, ya que, para producir una 

enzima que catalizara la eliminación de Kemp (Kemp eliminasa) con actividad 

similar a las enzimas naturales [7], no bastó insertar los residuos catalítcos en un 

molde proteíco, fue necesario sustituir residuos fuera del sitio catalítico, lo que 

cambió la posición de los residuos catáliticos y la dinámica de la proteína. Otros 

experimentos de evolución dirigida han encontrado, en bancos producidos al azar, 

sustituciones de residuos fuera del sitio catalítico que modifican su función [8,9].  

Más evidencia de que la información de la función no está contenida únicamente en 

el sitio  catalítico ha sido generada después de analizar los resultados de  

secuenciar de forma masiva (deep sequencing) bancos de variantes producidas al 

azar (cuya actividad puede aumentar hasta 30 veces) y relacionarla con la 

funcionalidad de cada mutante para generar la estructura terciaria de diversas 

enzimas al analizar el efecto de todas las mutaciones concurrentes[10,11]. Por otro 

lado, para la proteína Ras se ha construido un banco de mutantes sencillas 

sustituyendo, para todas las posiciones, el residuo original por los otros 19 en todas 
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las posiciones, observándose que hay posiciones fuera del sitio catalítico claves 

para controlar la velocidad de hidrólisis del GTP [12].  

Considerando lo anterior, es necesario desarrollar una metodología que permita 

explotar el efecto de los residuos fuera del sitio catalítico en el diseño y rediseño de 

enzimas. 

Una estrategia para recuperar la información funcional dispersa en la estructura de 

las enzimas podría ser el análisis de contactos entre residuos. Una prueba de esto 

es el algoritmo SCHEMA [13], que aumentó la tasa de éxito para crear quimeras 

estables y funcionales de enzimas evolutivamente emparentadas al considerar los 

contactos conservados en la familia de enzimas y realizar los cortes en sitios donde 

se minimice la ruptura de contactos compartidos por ambas enzimas para  formar 

quimeras en las que los contactos de las enzimas donantes se mantienen. 

También el análisis de la covariación de residuos, direct coupling analysis (DCA), 

en alineamientos múltiples de secuencias (MSA) ha permitido identificar residuos 

importantes para la función fuera del sitio activo de las enzimas. En estos 

experimentos, el análisis de múltiples secuencias de proteínas evolutivamente 

relacionadas identifica posiciones en la secuencia primaria que cambian de forma 

correlacionada, los cuales  están en contacto en la estructura tridimensional; este 

método considera que cuando un residuo importante para la función muta, los 

residuos en contacto también cambian para compensar la primera sustitución y así 

mantener la función [14,15].  

La relación entre los residuos que coevolucionan y la especificidad de la proteína 

se ha evaluado en la familia de las acuaporinas para encontrar los residuos 

asociados con el transporte de agua o glicerol [16]. Además, se evaluaron residuos 

cuya coevolución está asociada con la especificidad de la proteína en doce familias 

de proteínas [17]. Adicionalmente, al sustitutuir, mediante mutagénesis a saturación, 

aminoácidos que covarian dentro de una familia de proteínas, se ha observado que 

dichas sustituciones alteran la función enzimática [18,19]. Sin embargo, en muchos 

casos, la coevolución de los residuos es difícil de detectar debido a (1) la presencia 

de cambios en las mutaciones compensatorias de la red más allá de la primera 

esfera de contactos, (2) la dependencia significativa de las covariaciones con las 



 9 

distancias evolutivas entre las secuencias usadas, (3) el número de proteínas en un 

MSA,(idealmente este número debe asegurar que la probabilidad de encontrar un 

aminoácido en cualquier posición -no conservada- del alineamiento, sea la misma 

que aquella de todo el universo de proteínas) y (4) la calidad del alineamiento en el 

entorno de los residuos que coevolucionan [15]. 

Además de la covariación de residuos, la importancia que tienen los contactos entre 

residuos para la función, se ve reflejada en su aprovechamiento para predecir la 

clasificación funcional de enzimas. Esto ha sido posible al comparar los patrones de 

empaquetamiento característicos de una familia y usarlos para identificar enzimas 

con la misma función [20,21].  

Por otra parte, programas de diseño y predicción de estructura de proteínas se han 

beneficiado al incluir en su algoritmo a los contactos entre residuos. Por ejemplo, 

considerar los contactos entre residuos permitió mejorar los resultados del 

programa de diseño de novo de proteínas Rosetta [22,23] y más recientemente al 

usar inteligencia artificial para analizar las redes de contactos entre residuos [24]. 

En este mismo sentido, el programa AlphaFold2 superó al resto de programas de 

predicción de estructuras en el concurso CASP14 al incluir una inteligencia artificial 

que analiza simultáneamente la información evolutiva y espacial, acoplando los 

modelos tridimensionales al alineamiento de secuencias mediante un mapa de 

contactos durante su proceso inductivo-deductivo, permitiendo mejorar su 

modelado [25,26]. 

Un mapa de contactos es una representación 2D de la estructura terciaria de una 

proteína que permite visualizar los Sus contactos entre sus residuos; consisten en 

una matriz de NxN, donde N corresponde al número de aminoácidos que componen 

la proteína, que registra, de forma binaria, si existen o no contactos entre ellos. Los 

mapas de contactos registran la estructura secundaria de las proteínas, hélice α o 

lámina β, en patrones característicos. La información almacenada en estos mapas, 

los ha hecho muy importantes para  un gran número de metodologías de predicción 

de estructura de proteínas [27], en las que se da énfasis en la capacidad de 

producirlos y alinearlos, para obtener los correspondientes a proteínas 

desconocidas a partir de su estructura primaria [28,29]. El análisis y comparación 
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de los mapas de contactos también han sido empleados en métodos para la 

predicción de contactos proteína-proteína [30]. Además, han encontrado aplicación 

para la clasificación topológica y funcional de proteínas[21,31,32]. 

La familia de enzimas glicósido hidrolasas GH13 nos pareció de interés para la 

búsqueda de residuos importantes para la selectividad en la 

transglicosidación/hidrólisis (T/H) a través del análisis de mapas de contactos. Esta 

es la familia de enzimas glicósido hidrolasas mejor caracterizada dentro de la base 

de datos CAZy (base de datos de enzimas activas de carbohidratos) [33,34]; 

además, a pesar de que sus miembros comparten tres dominios [35] y su 

maquinaria y mecanismos catalíticos  [36], algunos de estos llevan a cabo la 

reacción de hidrólisis de enlaces α-(1→4)-glucosídicos en polímeros y oligómeros 

de glucosa, mientras otros catalizan la reacción de transglicosidación en las mismas 

moléculas. Por estas razones, el  análisis comparativo global de homólogos que 

incluyan ambas funciones podría llevar a la producción de herramientas para la 

glicosidación de moléculas orgánicas, un área activa de investigación [37–41]. Sin 

embargo, su análisis usando únicamente sus secuencias se dificulta, ya que, existe 

un muestreo discontinuo de su espacio de secuencias resultando en miembros de 

esta familia sin homólogos con identidad de secuencia >40%, a pesar de su similitud 

estructural con otras proteínas dentro de la familia (lo que dificulta analizar el patrón 

de coevolución de los residuos de estas proteínas y; además a nivel secuencia solo 

siete segmentos cortos de aminoácidos se conservan en todas las GH13, en los 

cuales se ha visto un enriquecimiento diferencial de residuos de acuerdo a su 

función [42,43]. Además, al igual que para otros grupos de enzimas la evolución 

dirigida ha revelado sitios fuera del sitio catalítico y de los segmentos de 

aminoácidos conservados en la familia de enzimas glicósido hidrolasas GH13 que 

cambian la actividad, por ejemplo: para la isozima 2 de α-amilasa de la cebada se 

obtuvo una variante 1000 más activa que la silvestre con 5 mutaciones, 2 de las 

cuales estaban en el dominio de unión a almidón [44]; para la α-amilasa de Bacillus 

licheniformis, una mutación en el dominio A mejoró la actividad de la enzima medida 

en U/mg un 62 % [45]; la CGTasa de Bacillus sp. I-15 logró con 3 mutaciones, una 

de ellas en el dominio de unión a almidón, reducir la actividad de ciclización 10 
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veces, mientras aumentó su actividad hidrolítica 15 veces más [46]; por mencionar 

algunos [47]. 

Para modificar la proporción de transglicosidación/hidrólisis (T/H) de las enzimas 

amilolíticas se han utilizado múltiples estrategias [48–51]. Los factores considerados 

en la selección de aminoácidos a modificar para este propósito incluyen la ubicación 

de regiones flexibles asociadas con el transporte interno de agua [52,53], cambios 

en la dinámica ácido-base de residuos [53] y cambios conformacionales de cadena 

lateral de residuos cerca del centro activo [53,54]. Otras investigaciones han 

pretendido modificar la especificidad del sitio aceptor hacia diversas moléculas 

orgánicas [48] y han logrado cambiar la relación T/H; sin embargo, las estrategias 

exploradas generalmente se han centrado en mutaciones puntuales cerca del sitio 

activo, identificado por MSA de algunas glucosidasas, presumiblemente con alta 

especificidad hacia reacciones hidrolíticas o de transferencia [48,49,51,55,56]. 

Este trabajo analiza los mapas de contacto de miembros de la familia GH13 con 

herramientas bioinformáticas, comparando enzimas de dos grupos de esta familia 

con selectividad diferente (hidrolíticas y transglicosídicas), para evaluar si a través 

del proceso evolutivo se han diferenciado residuos en contacto, enriqueciéndose 

con amininoácidos de acuerdo a la selectividad de la enzima (hidrolíticas o 

transglicosídicas). Asimismo, estudiamos si la conservación en sus contactos sigue 

algún patrón evolutivo. Para valorar si el enriquecimiento de aminoácidos en los 

contactos de ambos grupos puede ser usado para cambiar la selectividad T/H, con 

el análisis anterior elegimos mutaciones en dos enzimas de Thermotoga maritima, 

la α-amilasa  TmAmyA (enzima hidrolítica) y la glucanotransferasa TmGTasa 

(enzima transglicosídica) -que se clonó como parte del trabajo de esta tesis. En el 

caso de la enzima TmGTasa, para ayudarnos a seleccionar el sitio a mutagenizar, 

junto con el factor de enriquecimiento, usamos el parámetro de centralidad de 

intermediación que ha sido reportado como una medida de la importancia de los 

residuos de aminoácidos en la estructura y función de las proteínas [57]. Medimos 

el efecto de estas mutaciones en la seletividad T/H después de construir las 

variantes correspondientes e intentamos racionalizar sus efectos a través de una 

simulación de dinámica molecular.  
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Encontramos patrones de conservación y enriquecimiento diferencial de 

aminoacidos de los contactos entre residuos, los cuales nos permitieron clasificar 

las enzimas de la familia GH13 de acuerdo a su función y su filogenia, además de 

facilitarnos la elección de mutaciones que aumentaron la selectividad T/H de la 

amilasa TmAmyA y disminuyeron la de la glucanotransferasa TmGTasa a través de 

mutaciones fuera del sitio catalítico. Aunque estos cambios se deben, 

principalmente, a la pérdida de actividad hidrolítica en la hidrolasa y de la actividad 

transglicosídica en la transferasa; de entre las variantes construidas para la 

TmGTasa M279N, observamos la actividad transglucosídica disminuir a un cuarto 

de la silvestre, y la actividad hidrolítica deseada aumentar en un 25%, resultando en 

un incremento de cinco veces en la relación H/T con respecto a la enzima silvestre. 

La comprensión de los determinantes moleculares de la especificidad de las 

enzimas GH13 contribuirá al desarrollo de enzimas para la glicosíntesis y el diseño 

de enzimas con mayor capacidad hidrolítica o transglucosídica. De igual manera, el 

advenimiento de Alpha-Fold2 permitirá  el aumento de los modelos estructurales de 

proteínas para las que solo tenemos la secuencia de aminoácidos como nunca 

antes, con una confiabilidad similar a la obtenida por la difracción de cristales con 

rayos Xs, una vez que mejore sus predicciones de las cadenas laterales [58], este 

hecho nos anima a explorar las estructuras de rayos X actualmente accesibles para 

comparar e identificar la información que, posteriormente, podremos extraer con 

Alpha-Fold2. 

 

 

2. HIPÓTESIS 
 

 

Al analizar los contactos entre residuos en la familia de enzimas glicósido hidrolasa 

GH13, contrastando grupos con selectividad por la hidrólisis y la transglucosidación, 

se podrán identificar contactos cuyos residuos han sido diferencialmente 

seleccionados por la evolución para realizar su función en cada grupo analizado y 

podremos usar esta información para modificar su selectividad T/H. 
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3. OBJETIVOS 
 

• Comparar los contactos entre residuos de enzimas de la familia GH13 con 

las funciones hidrolítica y transglicosídica, para determinar si contactos equivalentes 

son ocupados de forma preferencial y diferenciada entre los grupos.  

• Analizar los patrones de conservación de contactos entre residuos en los 

miembros de la familia de las enzimas glicósido hidrolasas GH13.  

• Proponer mutaciones encaminadas a cambiar la relación T/H de los 

miembros de la familia GH13, basadas en el análisis de enriquecimiento de 

residuos.  

• Construir los mutantes propuestos y caracterizarlos. 

• Determinar si las mutaciones propuestas tienen efecto sobre la relación de 

actividades T/H de las enzimas GH13 investigadas.  

 

4. MATERIALES Y MÉTODOS 
 
 
El presente trabajo tiene una etapa bioinformática y otra experimental. Analizamos 

con herramientas bioinformáticas los mapas de contactos, construidos a partir de 

modelos estructurales (experimentales y por homología), de enzimas de la familia 

GH13 para identificar patrones de conservación de los contactos entre residuos, así 

como preferencias de los aminoácidos para ocupar estos contactos de acuerdo a la 

función de las enzimas, como resultado de la selección ejercida por la evolución. 

Usamos esta información para proponer mutaciones que modificaran la selectividad 

Transglicosidación/Hidrólisis (T/H), aumentándola en la hidrolasa TmAmyA y 

disminuyéndola en la transferasa TmGTasa, clonada como parte de este trabajo 

(para la que también se usó el parámetro de centralidad de intermediación para 

reducir más el número de sitios a evaluar con el factor de enriquecimiento); se 

construyeron las variantes con las mutantes propuestas para caracterizar 
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experimentalmente su selectividad Transglicosidación/Hidrólisis (T/H). Finalmente, 

realizamos una simulación de dinámica molecular buscando racionalizar nuestros 

resultados.  

 

 

4.1.  Análisis bioinformático del enriquecimiento diferencial de 
residuos entre miembros de la familia GH13 con función hidrolítica 
y transglicosídica 
 
4.1.1. Modelo de homología de la enzima TmAmyA 
 
El modelo de homología de TmAmyA se construyó utilizando la estructura 

cristalográfica de la amilasa de Thermotoga petrophila (PDB ID 5M99, resolución 

1,96 Å) como plantilla, con la que guarda 98,4 % de identidad. Para validar este 

modelo se utilizó la herramienta “Evaluación de estructuras” del servidor Swiss-

Model [59,60]. 

 
4.1.2. Cálculo de factores de enriquecimiento por residuo 
 
Con el programa CMView [61] creamos el mapa de contactos de 14 miembros de la 

familia CAZy GH13, 10 hidrolasas y 4 transferasas (Conjunto de datos 1, Tabla S2), 

cuyas estructuras tomamos del Protein Data Bank (PDB). Con el mismo programa 

alineamos éstos con el mapa de contactos de la 1,4-α-glucanotransferasa de 

Thermotoga maritima TmGTase (PDB: 1LWJ). Para este análisis, generamos los 

mapas de contacto únicamente a partir de estructuras unidas al análogo del estado 

de transición acarbosa, ya que esto asegura una estructura más parecida a la que 

lleva a cabo la catálisis. Escribimos un programa en R para identificar los contactos 

entre residuos compartidos por TmGTasa con el resto de las estructuras, 

registrando los aminoácidos ocupando estas posiciones. Con esta información, 

nuesto programa obtuvo la frecuencia con la que aparece cada aminoácido en los 

contactos equivalentes de un grupo de enzimas (𝑓𝑓𝑎𝑎𝑎𝑎
𝑖𝑖𝑖𝑖 ), ya sea hidrolasa, ( 𝑓𝑓𝑎𝑎𝑎𝑎

𝑖𝑖𝑖𝑖,𝐻𝐻) o 
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transferasa, (𝑓𝑓𝑎𝑎𝑎𝑎
𝑖𝑖𝑖𝑖,𝑇𝑇). A partir de dichas frecuencias, obtuvimos el factor de 

enriquecimiento (∆𝑓𝑓𝑎𝑎𝑎𝑎
𝑖𝑖𝑖𝑖) definido como: 

∆𝑓𝑓𝑎𝑎𝑎𝑎
𝑖𝑖𝑖𝑖 =  𝑓𝑓𝑎𝑎𝑎𝑎

𝑖𝑖𝑖𝑖,𝑇𝑇 − 𝑓𝑓𝑎𝑎𝑎𝑎
𝑖𝑖𝑖𝑖,𝐻𝐻 

 
 
4.1.3. Clasificación funcional de enzimas 
 

Usando un programa escrito en el lenguaje de programación R para este fin 

(disponible en https://github.com/rhodbacter/ContactMaps-Catalysis/), clasificamos 

las 14 estructuras utilizadas en su obtención y un conjunto adicional de 14 enzimas, 

12 hidrolasas y 2 transferasas (Conjunto de datos 2, Tabla S2), como transferasas 

o hidrolasas con estos factores de enriquecimiento, dependiendo del número de 

contactos hidrolíticos y transglicosídicos en cada enzima. Usamos el factor de 

enriquecimiento para calificar los residuos en cada contacto de las enzimas bajo 

análisis como hidrolítico (∆𝑓𝑓𝑎𝑎𝑎𝑎
𝑖𝑖𝑖𝑖 < 0) o transglicosídico (∆𝑓𝑓𝑎𝑎𝑎𝑎

𝑖𝑖𝑖𝑖 > 0), y con estos valores 

calificamos al contacto considerando la puntuación de ambos residuos en el 

contacto.  

Sin embargo, al aparecer un número mayor de enzimas en las bases de datos, se 

calcularon los factores de enriquecimiento para todos los contactos en el modelo de 

homología de la α-amilasa AmyA de Thermotoga marítima (TmAmyA). Se 

obtuvieron los factores de enriquecimiento usando TmAmyA como referencia y 78 

estructuras de enzimas GH13, 37 transferasas y 41 hidrolasas (Conjunto de datos 

4, Tabla S4), que se clasificaron usando el procedimiento arriba descrito. 
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4.2.  Análisis bioinformático de la conservación de los contactos 
entre residuos en la familia de enzimas glicósido hidrolasas GH13 
 
4.2.1. Determinación de la conservación de los contactos en miembros de la 
familia de enzimas glicósido hidrolasas GH13 
 
Tomamos del  Protein Data Bank (PDB) 40 enzimas GH13 (con 10-30% de identidad 

entre sí después de alinear con Clustal Omega), una enzima GH97 (PDB: 2ZQ0) y 

una enzima GH31 (PDB: 3W37), todas actuando sobre enlaces α-(1,4)-

glucosídicos, ya sea como hidrolasa o transferasa (Conjunto de datos 3, Tabla S3), 

después, con el programa CMView [61], obtuvimos los mapas de contacto de  estas 

estructuras y los alineamos entre sí. Posteriormente, escribimos un programa en R 

para identificar los contactos entre cada par de estructuras, una vez comparadas 

todas las estructuras entre sí, comparamos cada enzima con el resto y calculamos, 

para cada contacto, la fracción de enzimas en las que pudimos identificar el contacto 

a través de los alineamientos, este cálculo se hizo a través de la siguiente fórmula:   

 

 

 

 

 

 

4.2.2. Clasificación evolutiva de enzimas mediante la conservación de sus 
contactos 
 
Después de calcular para cada enzima la fracción de enzimas que conservaban los 

contactos en su estructura, nuestro programa en lenguaje R, uso estos datos para 

calcular un coeficiente de conservación. Con este fin, en el par de enzimas i y j, el 

programa identificó los contactos que se encontraban tanto en i como en j; para esta 

colección de contactos, C, con contactos individuales ck, hizo la siguiente operación: 

gráfico la fracción de enzimas compartiendo ck con i, contra este mismo valor para 

fracción de enzimas 
conservando el 

contacto k 

Número de enzimas compartiendo 
el contacto k con enzima i 

Número total de enzimas 
= 
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ck en j. Esto resultó en un gráfico de correlación para los contactos en C, donde un 

eje correspondía a la fracción de enzimas que compartían con i a ck, y el otro a la 

fracción de enzimas que compartían con j a ck. Al coeficiente de correlación del 

gráfico lo denominamos coeficiente de conservación porque de ser idénticas las 

enzimas, los contactos en sus estructuras de i y j también lo serían, y C 

correspondería a todos los contactos de ambas enzimas en el par y el coeficiente 

de correlación sería uno, pero al divergir las enzimas en su patrón de contactos, por 

efecto de la evolución, al tamaño de C disminuye porque es más difícil identificarlos  

como equivalentes tanto entre i y j, como entre cada enzima del par con las otras 

en el grupo. Comparamos la sensibilidad del coeficiente de conservación para 

distinguir la relación filogenética entre enzimas  con la alineación de secuencias 

múltiples con ClustalW [62] y estructuras  con DALI [63]. 
 

4.3.  Investigación del efecto de cambiar residuos en miembros de 
la familia GH13 con base en los factores de enriquecimiento de los 
aminoácidos por medio de estudios bioinformáticos y 
experimentales 
 
4.3.1  Análisis bioinformático 
 
4.3.1.1 Selección de los sitios de mutación 
Para evaluar si los factores de enriquecimiento permitirían seleccionar sustituciones 

de aminoácidos que cambiaran la selectividad en el sentido deseado elegimos dos 

sistemas de estudio: una hidrolasa (TmAmyA) y una transferasa (TmGTasa), en los 

cuales se buscó cambiar su selectividad T/H.  

Para la enzima TmAmyA encontramos posiciones para sustituir y producir variantes 

con relación T/H aumentada con base en los resultados de calcular los factores de 

enriquecimiento por residuo. Los sitios de mutación se seleccionaron en función de 

su puntuación de conservación (≥10/14), factor de enriquecimiento (sustitución por 

un aminoácido con factor de enriquecimiento ≤0 por otro con un factor de 
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enriquecimiento ≥ 0,2) y su distancia desde el sitio catalítico (se prefirieron los 

residuos que no estaban en contacto con el análogo del estado de transición). 

Para la enzima TmGTasa elegimos posiciones para sustituir y producir variantes 

con relación T/H disminuida con base en los resultados de calcular los factores de 

enriquecimiento por pares de residuos. Los sitios de mutación se seleccionaron en 

función de la relación de enzimas que contiene un contacto y las totales, que definió 

lapuntuación de conservación (≥10/14); el factor de enriquecimiento (contactos 

ocupados por pares de residuos con factor de enriquecimiento en el 1% más 

negativo, preferentes en hidrolasas, y el 1% más positivo, preferentes en 

transferasas) y su puntuación de centralidad por intermediación (20 % superior). 

Para calcular el valor de centralidad por intermediación (“betweeness centrality”, 

BC) transformamos el mapa de contactos de TmGTasa en una red tridimensional 

(V) en la que los nodos ocupaban la posición de los carbonos α de los residuos en 

su estructura y los bordes correspondían a los contactos entre residuos; a partir de 

esta red calculamos BC para cada nodo, representando un residuo, con la ecuación 

siguiente: 

𝐵𝐵𝐵𝐵𝑥𝑥 = ∑ 𝜎𝜎𝑢𝑢,𝑣𝑣(𝑥𝑥)

𝜎𝜎𝑢𝑢,𝑣𝑣

𝑁𝑁
𝑢𝑢,𝑣𝑣∈𝑉𝑉   

donde σu,v representa el número de caminos que conectan los nodos u y v, es decir, 

las colecciones de nodos en contacto que hay que recorrer para ir del nodo u al v; 

σu,v (x) es el número de estos caminos que pasan por el nodo x, cuya BC se está 

calculando [64]. 

 
4.3.2. Estudio experimental para evaluar las mutaciones seleccionadas con 
los factores de enriquecimiento 
 
4.3.2.1. Construcción del vector del gen TmGTasa (KEGG ID: Tm0364) 
Con la finalidad de modificar una enzima transglicosídica de la familia GH13, 

construimos un vector de expresión conteniendo el gen Tm0364 (KEGG ID) se 

amplificó a partir de una biblioteca de ADNc de T. maritima mediante una reacción 

de PCR usando ADN polimerasa pfu, utilizando un par de oligonucleótidos que se 

unen en los extremos 5´y 3´del gen, y adicionaban los sitios de corte NdeI y Xho I 
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al gen. El producto de PCR se purificó mediante electroforesis en gel de agarosa y 

el kit de purificación de PCR de Roche (Roche Diagnostics GmbH, Alemania). El 

vector pET22a y el producto de PCR fueron digeridos usando las enzimas de 

restricción NdeI y Xho I. Posteriormente, los fragmentos para la construcción fueron 

purificados mediante electroforesis en gel de agarosa y el kit de purificación Roche 

PCR (Roche Diagnostics GmbH, Alemania), y finalmente ligados usando ADN 

ligasa T4 (ThermoFisher, EE. UU.). El producto de ligación se usó para 

transformarse en células electro competentes de Escherichia coli MC1061. Al 

insertar el gen Tm0364 en el vector pET22a adicionamos un segmento de DNA que 

codifica para un conector y seis histidinas en el extremo carboxilo terminal para la 

posterior purificación de la proteína en el extremo carboxilo terminal de esta. 

 

 

 

4.3.2.2. Construcción de variantes de TmAmyA y TmGTase 

Las mutaciones se construyeron a través del método Mega Primer (usando la DNA 

polimerasa PfuS6) [65] o Quick Change [66] (con DpnI y la enzima de alta fidelidad 

ThermoFisher Scientific phusion) usando oligonucleótidos (Tabla S5) comprados a 

la Unidad de Síntesis y Secuenciación de ADN del Instituto de Biotecnología, 

UNAM. 

 

4.3.2.3. Expresión de variantes de TmAmyA y TmGTase 
Todos los plásmidos pET22a que contenían los genes se transformaron en células 

E. coli K12 ER2738 competentes en calcio. La inducción se realizó con IPTG 0.5 

mM (variantes de TmAmyA) o IPTG 0.1 mM (variantes de TmGTasa) cuando se 

alcanzó una OD600 de 0.4-0.5. Los cultivos se centrifugaron por 10 minutos a 1500 

g después de que superaron OD600 de 1. Todas las muestras se purificaron en dos 

pasos después de la lisis celular por sonicación: (1) calentamiento a 70 °C durante 

1 h seguido de centrifugación a 1500 g por 20 minutos y filtración a través de una 

membrana Merck de tamaño de poro de 0.2 µm y (2) cromatografía de afinidad del 

filtrado con columna de agarosa Ni-NTA (ThermoFisher Scientific, EE. UU.). 
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4.3.2.4. Caracterización de las variantes TmAmyA  
Uno de los objetivos para aumentar la actividad transglucosídica en las glucósido 

hidrolasas es crear biocatalizadores glucosintéticos. Además de su impacto en la 

síntesis de alquil-glucósidos, la reacción de alcohólisis (es decir, la reacción de un 

azúcar con un alcohol para producir un alquil-glucósido) puede utilizarse como 

indicador de la reacción de transferencia a otros azúcares [49,67]. Se utilizó esta 

aproximación porque los productos de transglicosidación de TmAmyA no se 

acumulan significativamente debido a que la reacción de hidrólisis es la 

predominante [49,68] y a que la diferenciación de los productos de hidrólisis y 

transquicosidación requiere el uso de azúcares marcados con el isótopo radioactivo 
14C [68]. 

La reacción de alcohólisis se inició mediante la adición de 20 U de enzima a 1 mL 

de 100 mg/mL de almidón en butanol al 10 %, Tris 50 mM, NaCl 150 mM, CaCl2 2 

mM, pH 7,0, y se midió después de 12 h de reacción a 85 °C. Los productos de 

hidrólisis y transglicosidación se midieron como azúcares reductores mediante el 

reactivo DNS y como la formación de glucósido de butilo mediante HPLC después 

de la digestión con glucoamilasa (Sigma-Aldrich, EE. UU.), respectivamente. El 

análisis HPLC se realizó en un sistema HPLC Waters-Millipore 510 equipado con 

un muestreador automático (modelo 717 Plus, Waters Corp., EE. UU.), un detector 

de índice de refracción (Waters 410, Waters Corp., EE. UU.) y una columna de 

HPLC de aminoácidos Hypersil GOLD™(Thermo Scientific, Reino Unido) que utiliza 

acetonitrilo:agua (80:20) como fase móvil a un flujo de 1,0 ml/min. 

 

4.3.2.5 Caracterización de las variantes TmGTase 

La actividad de transglicosidación se midió en las reacciones iniciadas por la adición 

de 12 µg de enzima a 1 mL de 5 mg/mL de maltoheptosa en Tris 50 mM, NaCl 150 

mM, CaCl2 2 mM pH 7,0 y mantenidas a 70 °C. Finalmente, la cuantificación del 

complejo de azúcar con reactivo de yodo [69–71] después de 1, 2, 5, 10, 15, 30, 60 

y 90 min se midió a 580 nm y se expresó como equivalentes de almidón producidos. 
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En otro experimento independiente, las reacciones hidrolíticas se iniciaron mediante 

la adición de 60 µg de enzima a 1 ml de 10 mg/ml de almidón en Tris 50 mM, NaCl 

150 mM, CaCl2 2 mM, pH 7,0. La hidrólisis a 70 °C, se midió por los azúcares 

reductores producidos después de 6, 12, 18 y 24 h, usando el reactivo DNS [72]. 

 

4.3.2.6 Sobre los reactivos y enzimas usadas en esta tesis 
La mayoría de los reactivos se adquirieron de Sigma-Aldrich, con excepciones que 

se indicaron en el texto. Las enzimas de New England Biolabs, salvo las 

excepciones indicadas.  
 
4.3.3.  Simulaciones dinámicas moleculares 
 
Para explicar los resultados experimentales cuya metodología se describe en 

secciones subsecuentes, realizamos simulaciones de dinámica molecular de las 

enzimas silvestres TmAmyA y TmGTasa y sus variantes. 

La simulación y el análisis de la dinámica molecular (MD) se realizaron con 

GROMACS (GROningen MAchine for Chemical Simulation) versión 2020.4 con 

ligeras modificaciones [73] [74]. Las coordenadas de las proteínas se obtuvieron del 

Protein Data Bank. Todas las modificaciones o visualizaciones de archivos PDB [75] 

se realizaron con UCSF Chimera [76] o Pymol (Schrödinger, Inc., EE. UU.). Las 

estructuras incompletas se completaron con Modeller [77]. La hidratación fue con 

un "Simple Point Charge Extended" (SPCE), en una caja cúbica con un espacio de 

1 nm medido desde los bordes de la enzima en las direcciones x, y,  z. El campo de 

fuerza fue OPLS-AA/L (potenciales optimizados para simulaciones de líquidos). El 

sistema se neutralizó con iones Na+ y Cl-. Posteriormente, se realizaron pasos de 

minimización hasta que la energía disminuyó a menos de 1000 kJ/mol/nm. Se 

realizaron equilibrios a N, V, P y T constantes durante 1000 ps con un paso de 

50000. Finalmente, las simulaciones se realizaron para 500 ns. El análisis de los 

resultados se realizó con herramientas de GROMACS y la visualización con 

Xmgrace [78]. El pKa de los ácidos aspártico y glutámico se calculó con PROPKA 

3.4.0 [79]. 
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5. RESULTADOS 
 
 

5.1  Modelo de homología de TmAmyA 
 
Decidimos utilizar la α-amilasa AmyA (TmAmyA) de Thermotoga maritima como 

modelo de hidrolasa debido a su parecido con la 1,4-α-glucanotransferasa de T. 

maritima, una enzima transglicosídica. Esto hace a esta enzima un buen candidato 

para transicionar a una enzima más transglicosídica, Además, esta enzima ofrece 

como ventajas una alta estabilidad térmica, con una temperatura óptima por encima 

de los 80 °C, y un eficiente patrón de hidrólisis sacarificante del almidón, asociado 

a una considerable actividad de transglicosidación [49,68], sin embargo, al no existir 

un modelo estructural basado en datos experimentales, decidimos construir su 

modelo por homología. 

Al construir el modelo por homología de TmAmyA utilizamos la estructura 

cristalográfica de la amilasa de Thermotoga petrophila (PDB ID 5M99, resolución 

1,96 Å) como plantilla. Se excluyeron treinta residuos adicionales en el extremo N-

terminal de TmAmyA que no están presentes en la amilasa cristalizada de 

Thermotoga petrophila y que no pertenecen a los dominios centrales de las enzimas 

GH13. Los 504 residuos restantes tienen una identidad de secuencia del 98,4 % 

con sólo seis sustituciones. Al validar este modelo (Figura 1) con la herramienta 

“Evaluación de estructuras” del servidor Swiss-Model [80], el valor QMEAN fue 1,06; 

se obtuvo un valor similar para la estructura utilizada como plantilla; el MolProbity 

Score tuvo un valor de 2,96 y 96,63% de los residuos tenían una configuración 

favorable en el gráfico de Ramachandran (Ramachandran Favored). 

Adicionalmente, la validación con ProSA-web (Z-Score de −9.95) tuvo un valor 

similar a otras proteínas de tamaño similar. VERIFY3D sugiere que el modelo tiene 

una calidad adecuada para el estudio presentado en este trabajo (el 99,21 % de los 

residuos tenían una puntuación media 3D-1D ≥0,2). 
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D218 D310 E258 

Figura 1. Modelo por homología de TmAmyA.a) estructura tridimensional, b) mapa topológico. Los sitios 
que se mutaron en el presente trabajo aparecen en violeta (K98/D99) y rojo (H222).Los residuos 
catalíticos (D218, E258, D310) están marcados en azul. En la estructura, el sitio catalítico está marcado 
con el análogo del estado de transición acarbosa (en azul cielo), en el diagrama con un óvalo morado. 
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5.2  Cálculo de factores de enriquecimiento por residuo 
 

Al analizar  los mapas de contactos entre residuos en 14 estructuras en el Conjunto 

de datos 1 (con 4 transglucosidasas y 10 hidrolasas de la familia GH13) 

consideramos sólo los monómeros y descartamos las interacciones en la interfase 

oligomérica porque, de acuerdo con la información disponible, todas las proteínas 

son monoméricas en solución. Por ejemplo, la TmGTasa, cuya estructura cristalina 

sugiere una proteína dimérica, en solución se encuentra en un equilibrio donde 90 

% de la proteína está como monómero y 10 % como oligómero [57]. Además, ya 

que nuestra metodología identifica contactos entre residuos comunes a todos los 

miembros  de la familia de enzimas GH13, se espera que los efectos de las 

mutaciones que identificadas, sean también generales y no dependan del estado 

oligomérico de la enzima. 

Los valores del factor de enriquecimiento (∆𝑓𝑓𝑎𝑎𝑎𝑎
𝑖𝑖𝑖𝑖) de los aminoácidos no fueron 

homogéneos para los residuos de todos los contactos y se alejaron de cero siendo 

en algunos casos positivos (indicando mayor frecuencia del aminoácido en las 

enzimas transglicosídicas que en las hidrolíticas) y negativos (indicando que  el 

aminoácido es más común encontrarlo en las enzimas hidrolíticas que en las 

transglicosídicas), lo que coincide con la noción de que durante la evolución tiende 

a aumentar la frecuencia de los contactos entre residuos  importantes para para 

mantener la estructura y la función enzimática. 

 

5.3  Clasificación de proteínas como transglucosidasas o hidrolasas 
 

Al calificar los contactos de las enzimas como hidrolíticas (si ∆𝑓𝑓𝑎𝑎𝑎𝑎
𝑖𝑖𝑖𝑖<0) o 

transglicosídicas (si ∆𝑓𝑓𝑎𝑎𝑎𝑎
𝑖𝑖𝑖𝑖>0) con los factores de enriquecimiento obtenidos  y 

graficar la relación de contactos transglucosídicos/hidrolíticos (Figura 2), agrupamos 

las enzimas de acuerdo a su función, tanto en el Conjunto de datos 1, usado para 

calcular los valores de ∆𝑓𝑓𝑎𝑎𝑎𝑎
𝑖𝑖𝑖𝑖 , (Figura 1a) como en el Conjunto de datos 2, que se 

mantuvieron fuera del cálculo de los valores de ∆𝑓𝑓𝑎𝑎𝑎𝑎
𝑖𝑖𝑖𝑖 , (Figura 2b), sin embargo, 
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algunos residuos del Conjunto de datos 2 quedaron sin calificar, señalando un  

muestreo incompleto del espacio de la secuencia con el Conjunto de datos 1. Lo 

anterior sugiere que los valores de los factores de enriquecimiento (∆𝑓𝑓𝑎𝑎𝑎𝑎
𝑖𝑖𝑖𝑖) obtenidos 

reflejan la selección de los residuos para cumplir la función como enzimas 

hidrolíticas o transglicosídicas. 

En la Figura 2b observamos subgrupos de enzimas cuya actividad 

transglucosídica/hidrolítica sería interesante caracterizar en estudios futuros para 

ver si la actividad observadael cociente de sus actividades 

transglicosidación/hidrólisis se corresponde a la clasificacióncon la relación de 

contactos T/H encontrados.  

También pudimos discriminar la función con los factores de enriquecimiento en el 

Conjunto de datos 4 (Figura 2c), que contenía un mayor número de enzimas (que 

se acumularon durante la realización de este estudio). A pesar del éxito para 

distinguir entre enzimas transglicosídicas e hidrolíticas, notamos que el origen de 

las enzimas empleadas para obtener el factor de enriquecimiento influye en los 

valores obtenidos. Por ejemplo, para el Conjunto de datos 4 la hidrolasa con el 

mayor número de contactos transglicosídicos correspondió a una α-amilasa del 

grupo Firmicutes (PDB ID:1QHO), mismo grupo al que pertenecen la mayoría de las 

enzimas transglicosídicas de ese Conjunto de datos (Tabla S4), lo que parece haber 

generado un sesgo en los aminoácidos considerados transglicosídicos, ya que 

también tienen un componente  Firmicutes. Por tanto, los factores de 

enriquecimiento nos permiten hacer la clasificación funcional de las enzimas, pero 

reflejan no solo la especificidad, sino también el origen filogenético de las enzimas 

empleadas para obtenerlos, sugiriendo que se requiere obtener una muestra que 

incluya enzimas provenientes de una mayor diversidad de organismos para 

observar, preferentemente, el sesgo generado en los aminoácidos por la función. 
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Figura 2 Clasificación de las enzimas de la familia GH13 por funciones de acuerdo a la relación de residuos 

hidrolíticos y transglicosídicos que contienen. (a) Conjunto de datos 1 (enzimas del grupo interno o de 

entrenamiento). (b) Conjunto de datos 2 (enzimas del grupo externo o de validación). (c) Conjunto de datos 4 

(conjunto de enzimas caracterizadas en el PDB). En los tres casos, las enzimas definidas como 

transglucosídicas o hidrolíticas se muestran con puntos verdes o rojos, respectivamente. 

 
 
5.4 Determinación de la conservación de los contactos en miembros de la 
familia de enzimas glicósido hidrolasas GH13 
 
Cada contacto entre residuos en una enzima puede identificarse como equivalente 

en otras enzimas y la fracción de enzimas que lo comparten da unvalor de 

conservación para dicho contacto, al graficar estos valores de conservación para un 

par de enzimas, produjo un gráfico de  dispersión donde cada enzima ocupa uno de 

los ejes (Figura 3). Los datos se comportan como una recta en la que los contactos 

con valores de conservación similar están más cerca de la diagonal y los residuos 

más conservado tienen valores de conservación cercanos a uno. Una mayor 

similitud evolutiva, resulta en un gráico con coeficiente de correlación más cercano 

a uno porque en ambas enzimas se podrá identificar los valores de conservación de 

sus contactos serán más parecidos, debido a que la probabilidad de identificar el 

contacto como equivalente en otras enzimas es similar en las dos bajo comparación.  
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5.5 Clasificación evolutiva de enzimas mediante la conservación de sus 
contactos 

 

Al considerar todas las gráficas producidas, notamos que el coeficiente de 

correlación del gráfico, que varía entre cero y uno, adquiría valores más cercanos a 

uno cuando las dos enzimas comparadas eran más cercanas evolutivamente y más 

cercano a cero cuando las enzimas eran más distantes, decidimos denominar a este 

coeficiente como coeficiente de similitud. La Figura 3 muestra la correlación entre 

todas las proteínas del Conjunto de datos 3 (39 enzimas pertenecientes a la familia 

GH13, una a la familia GH97 y una perteneciente a la GH31) cuando se le comparó 

con TmAmyA. Las correlaciones más bajas corresponden a las enzimas 

identificadas con el PDB ID: 2ZQ0 (familia GH97) y 3W37 (familia GH31), resultado 

esperado ya que estas enzimas no pertenecen a la familia GH13. Por lo tanto, este 

valor de correlación podría usarse como un coeficiente de similitud de contactos 

para discriminar entre miembros de diferentes familias de glucósidos hidrolasas. 

Esto puede adjudicarse a un cambio más lento en los contactos entre residuos que 

en la naturaleza de los residuos que lo forman. 
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Figura 3 Correlación de la conservación del contacto residuo-residuo entre todas las enzimas y las de TmAmya, 

una de las enzimas modificadas en este estudio. La conservación de cada contacto en una proteína se 

representa frente a su conservación en TmAmyA.  
 

El coeficiente de similitud de contacto se correlacionó con el parámetro estructural 

DALI Z-value, que corresponde a la suma de las diferencias de distancias entre 

carbonos alfa identificados como equivalentes entre dos estructuras después de 
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una optimización conformacional (Figura 4a) y mostró una relación con la identidad 

de secuencia [81]. Al comparar el coeficiente de similitud con la identidad de 

secuencias, su resolución para identificar diferencias entre proteínas fue mayor que 

la de la distancia de secuencia por pares, para la cual los valores son muy similares 

para las proteínas bajo consideración (Figura 4b), demostrándose que el coeficiente 

de similitud de contacto mostró más sensibilidad para diferenciar enzimas que los 

parámetros de similitud de secuencia, para los que, dos enzimas con igual similitud 

(por debajo del 30%) no pueden diferenciarse sin la presencia de enzimas con 

similitud intermedia.  

 

 
Figura 4 Parámetros de distancia de similitud entre las enzimas evaluadas y TmAmyA en función de su 

correlación entre la conservación de contacto (R-cuadrado) y (a) estructura (Dali) y (b) alineamientos de 

secuencia (Clustal). 

 

 

Mientras TmAmyA y TmGTasa no parecen similares cuando se comparan sus 

secuencias (26.1% de identidad, 41.7% de similitud), al comparar mapas de 

contactos encontramos que son similares; está similitud también se observa en la 

comparación estructural del modelo cristalográfico 1LWJ (TmGTasa) y el modelo 

por homología de TmAmyA. Esta similitud de los contactos y estructuras de ambas 
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proteínas, pero con una función y secuencia diferenciadas sugiere surgieron de un 

evento de duplicación. La comparación de contactos y estructuras de las enzimas 

de la familia GH13 también sugiere un parentesco cercano entre algunas enzimas 

firmicutes y TmAmyA que no revela la comparación de secuencias (identidad 

<28%). A pesar de la diferencia estructural y de secuencia entre TmAmyA y el resto 

de las enzimas, el coeficiente de similitud de contacto pudo identificar a la GTase 

de Thermotoga maritima (TmGTase, PDBID: 1LWJ) como su estructura más 

cercana. El coeficiente de similitud de contacto también agrupó a algunos miembros 

de la subfamilia GH13 (subfamilia 2: 4JCL, 2CXG, 1UKQ; subfamilia 13: 2YOC, 

2FHF; subfamilia 8: 3AMK, 3AML) e identificó extraños (GH97: 2ZQ0, GH31: 3W37). 

La semejanza entre las enzimas Firmicutes (de mayor a menor similitud 1QHO, 

4E2O, 1WZL, 4JCL, 2CXG, 1UKQ, …)  y las Thermotogales. Esto aboga por una 

transferencia horizontal entre los dos grupos −la subfamilia 36 (donde se encuentra 

AmyA) y la subfamilia 2 (donde se encuentran las enzimas de origen Firmicutes). 

Evidencia adicional de esto puede encontrarse al comparar los dominios B de la 

estructura TmGTase con los de otras enzimas del grupo Firmicutes; no obstante 

que el dominio B varia más entre los tres dominios principales de la familia GH13; 

los residuos 148–161 en 1LWJ podrían alinearse fácilmente con 180–191 de 

Geobacillus thermoleovorans CCB_US3_UF5 Gtase (PDB ID: 4E2O), rasgo 

compartido con otras enzimas del grupo. Aunque extravió estructuras, como 3K8M, 

que deberían haber estado cerca de TmAmyA, esto podría deberse a que 3K8M se 

comparó incluyendo dominios adicionales, que no están presentes en la familia 

GH13 [82,83]. Como la comparación del conjunto de datos con una sola estructura 

produjo tales identificaciones, las comparaciones entre el conjunto de datos 

completo pueden proporcionar una herramienta para realizar la clasificación 

automatizada de enzimas al realizar el análisis de dominios. 

Los resultados anteriores sugieren que el coeficiente de similitud podría usarse 

como un parámetro para el análisis filogenético. 
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5.6 Selección de los sitios de mutación.  

 

Para el caso de la enzima hidrolítica TmAmyA buscamos introducir mutaciones 

encaminadas a aumentar su relación Transglicosidación/Hidrólisis (T/H) para hacer 

esta enzima más parecida a una transglicosidasa.  

Para evaluar  si los factores de enriquecimiento (∆𝑓𝑓𝑎𝑎𝑎𝑎
𝑖𝑖𝑖𝑖) pueden usarse como una 

guía para identificar sitios de mutagénesis y sustituciones de aminoácidos que 

produzcan el cambio de selectividad deseado, elegimos  construir la doble mutante 

K98P/D99A. Dicha mutación fue elegida porque el ∆𝑓𝑓𝑎𝑎𝑎𝑎
𝑖𝑖𝑖𝑖  de los aminoácidos 

originales es de cero mientras los aminoácidos que los sustituiría tienen un valor 

positivo; K98 (∆𝑓𝑓𝑎𝑎𝑎𝑎
𝑖𝑖𝑖𝑖  = 0) por P98 (∆𝑓𝑓𝑎𝑎𝑎𝑎

𝑖𝑖𝑖𝑖  = 0.45) y D99 (∆𝑓𝑓𝑎𝑎𝑎𝑎
𝑖𝑖𝑖𝑖  = 0.00) por A99 (∆𝑓𝑓𝑎𝑎𝑎𝑎

𝑖𝑖𝑖𝑖  = 

0.4) (Figura 4a), siendo estos unos de los valores de enriquecimiento encontrado 

(10 % más alto). Además, las mutaciones seleccionadas están fuera del sitio 

catalítico, y proponen un cambio drástico en las propiedades fisicoquímicas de las 

posiciones a sustituir. 

Además, los residuos K98/D99 están ubicados en un bucle que une la hebra β2 y 

la hélice-2 en el barril TIM (ver Figura 1), que no forma parte de ninguna de las 

regiones altamente conservadas de la familia GH13.  

Las sustituciones K98P/D99A representan un cambio drástico de las propiedades 

fisicoquímicas, sin embargo, la prolina elegida para sustituir el residuo K98 favorece 

el giro observado en el modelo estructural en la posición a mutar, y su sustitución  

está indicada por un valor positivo de ∆𝑓𝑓𝑎𝑎𝑎𝑎
𝑖𝑖𝑖𝑖 , lo cual indica la presencia más frecuente 

de este residuo en las transglicosidasas que en las hidrolasas.  

Estas mutaciones han sido evaluadas en el fondo silvestre y en combinación con la 

mutación H222Q, la cual está localizada en el sitio catalítico y aumentaron la 

relación transglicosidación/hidrólisis [48,49]. Esta mutación se eligió para comparar 

el efecto de una mutación en el sitio activo con las de aquellas fuera del sitio activo, 

además de ver si existen interacciones entre las mutaciones en el sitio catalítico y 

las de la periferia. 

Para complementar la evaluación de nuestro algoritmo investigamos si el factor de 

enriquecimiento podría usarse para cambiar la selectividad en la otra dirección: 



 32 

convertir una enzima transferasa en una hidrolasa. Para ello, seleccionamos la 

GTasa de T. maritima (TmGTasa).  

En este caso, analizamos pares de residuos en lugar de residuos individuales dentro 

de un par de contactos, ya que, la relación de contactos transglicosídicos/hidrolíticos 

permitió clasificar las enzimas GH13 según su función (Figura 2), adicionalmente, 

buscamos aumentar la posibilidad de seleccionar mutaciones que disminuyeran la 

selectividad T/H considerando otro parámetro, la centralidad de intermediación,  que 

ha sido reportada como una medida de la importancia de los residuos de 

aminoácidos en la estructura y función de las proteínas [57] y como medida del 

papel de un nodo en la transferencia de información dentro de una red [64]. Este 

parámetro de centralidad se calcula como la suma de la fracción de los caminos 

entre todos los pares de nodos i y j (definidos los caminos como los nodos contiguos 

que debe recorrerse para ir del nodo i al j) que contienen el nodo v, distinto de i y j 

[84]. 

Para los residuos con el valor de centralidad de intermediación en el 10 % más alto, 

identificamos contactos agrupados en clusters ocupados por residuos con factores 

de enriquecimiento positivo. Nos enfocamos en los clusters de residuos alrededor 

de los residuos F72 y F273 para los que nuestro algoritmo proponía sustituciones 

con factores de enriquecimiento negativos, y por tanto enriquecidos en las 

hidrolasas. Del cluster alrededor del residuo F72 tomamos la pareja de residuos 

F72-V86 ((Figura 5b), y la parejaT274-M279 del cluster alrededor del residuo F273 

como blancos de mutagénesis.  
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Figura 5 Representación esquemática de sustituciones en glicosidasas basadas en factores de 

enriquecimiento. (a) K98P/D99A en TmAmyA (b) F72L/V86I para TmGTasa. Los residuos encontrados con 

mayor frecuencia en hidrolasas y transglicosidasas se muestran en la parte inferior de la figura para cada par 

en rojo y verde, respectivamente. 

 
 
En tanto el cluster de residuos alrededor de F72 se encuentra alejado del sitio activo 

la posición 279 del cluster alrededor del residuo F273 forma parte de las regiones 

altamente conservada en la secuencia de las proteínas en la familia GH13.  

 
5.7 Caracterización de las variantes de TmAmyA  
 

La caracterización de las variantes de TmAmyA se muestran en la Tabla 1. Para 

una mejor visulalización del efecto de las mutaciones en el contexto de nuestro 

método, normalizamos los valores de la Tabla 1, usando como referencia a la 

enzima silvestre, y graficamos los valores de transglicosidación contra los de 

hidrólisis (Figura 6). 
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Tabla 1  Producción de variantes de TmAmyA después de 12 h de reacción 

Variante 

Hidrólisis 
(mEq 

Dextrosa/µg 
Proteína × 10−2) 

Transglicosidación 
(mEq Butil Glucósido/µg 

Proteína × 10−4) 

Transglicosidación/Hidrólisis 
(T/H) Relación 

× 10−2 

Silvestre 2.8 ± 0.2 7 ± 1 2.5 ± 0.6 

K98A/D99P 1.93 ± 0.09 5.4 ± 0.5 2.8 ± 0.4 

H222Q 2.2 ± 0.3 7.9 ± 0.8 3.6 ± 0.4 

H222Q/K98A/D99P 1.8 ± 0.1 10 ± 2 5.6 ± 0.4 

 

 

 

 
 

En el gráfico de la Figura 6, el cociente correspondiente a la selectividad 

Transglicosidación/Hidrólisis (T/H) se representa como una diagonal, donde todos 

los puntos en la diagonal tienen el mismo valor T/H y todos los puntos arriba de una 

diagonal tienen un mayor valor de transglicosidación y por tanto mayor T/H, mientras 

los puntos por debajo de esta corresponderán a valores de hidrólisis mayores y por 

Figura 6 Relación 
transglicosilación/hidrólis
is (T/H) de la α-amilasa 
TmAmyA y sus 
variantes. Los valores de 
transglucosidación e 
hidrólisis se 
normalizaron para cada 
enzima silvestre, que 
tiene las coordenadas 
(1,1). Las líneas 
discontinuas indican 
relaciones T/H 
equivalentes. La 
diagonal central 
corresponde a la enzima 
silvestre. Las enzimas 
con una mejor relación 
T/H están sobre la línea 
diagonal central y las 
enzimas con una mejor 
relación H/T están 
debajo de la línea 
diagonal central. 
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tanto, menor T/H. Nuestro objetivo para la α-amilasa TmAmyA con las sustituciones 

de aminoácidos para esta enzima hidrolítica era hacerla más parecida a las enzimas 

transglicosídicas y estas variantes  aparecerán por arriba de la diagonal que pasa 

por la enzima silvestre. 

La mutante doble K98P/D99A logró aumentar la relación T/H en un factor de 1,17 

(Tabla 1) al decrementar la hidrólisis en mayor proporción a la transglicosidación. 

Aunque todas las mutaciones redujeron la producción hidrolítica con respecto a la 

enzima silvestre, esta reducción fue mayor en las variantes que contenían la 

mutación propuesta por los factores de enriquecimiento K98P/D99A, con una 

reducción de aproximadamente un 25% (Tabla 1). Por otro lado, la mutación redujo 

el rendimiento de alcohólisis un 17 % cuando fue introducida a la enzima silvestre, 

mientras que la aumentó cerca del 10 % en la variante H222Q. 

Al comparar los resultados de las mutaciones K98P/D99A con los de la mutación 

H222Q, vemos que son semejantes, a pesar de que H222Q está en el sitio activo 

mientras que K98P/D99A están a 15 Å de este sitio (Figura 7). 

 

 

 
 

 
 
 
 

Figura 7 Distancias en Ángstroms 

entre los sitios de mutación (verde y 

cian) y los residuos catalíticos 

(rojorosa mexicanorojo) en las 

variantes de TmAmyA. El centro 

activo está delimitado por el 

inhibidor competitivo acarbosa 

(amarillo). En rosa se muestra el 

residuo D310 que actúa como 

estabilizador del estado de 

transición. 
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5.8 Caracterización de las variantes de TmGTasa 
 
Investigamos el papel de las sustituciones individuales y combinadas F72L, V86I, 

T274V, M279N en las reacciones de transglicosidación e hidrólisis (Figura 8). 

Aunque observamos una disminución en la actividad hidrolítica para muchos 

mutantes probados en TmGTasa, las mutaciones produjeron una mayor reducción 

de la actividad transglucosídica en todas las variantes, eliminando casi por completo 

su actividad en algunas de ellas (Tabla 2). Como resultado, se logró el objetivo de 

aumentar la relación H/T en una enzima transglicosídica, esto es, todas las enzimas 

con las mutaciones propuestas por nuestro método se encuentran por debajo de la 

diagonal que pasa por el punto correspondiente a la enzima silvestre (1,1). De 

particular interés es la variante M279N, que, además de disminuir la actividad 

transglucosídica a un cuarto de la original, aumentó la actividad hidrolítica deseada 

en un 25%, lo que produjo un incremento de cinco veces en la relación H/T. Vale la 

pena mencionar que, durante la caracterización de las variantes, detectamos una 

variante con una actividad general más alta que, además de las mutaciones 

diseñadas F72L/T274V, contenía dos modificaciones no deseadas: E77G/E226K. 

Esta variante no cambia la relación H/T porque ambas reacciones se vieron 

favorecidas por las sustituciones adicionales, sin embargo, muestra un aumento de 

alrededor del 40 % de la actividad general en relación con la proteína silvestre 

(Figura 8). 

Es importante resaltar que el aumento de selectividad H/T en las variantes de 

TmGTasa es producto de mutaciones fuera del sitio catalítico, siendo M279N la 

sustitución más cercana, donde M297N no está en contacto directo con el sustrato 

(Figura 8b); en tanto el resto de las mutaciones están en el extremo más alejado del 

sitio catalítico de una de las hebras β del barril (βα)8  (Figura 9). 
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Tabla 2 Actividad específica de las variantes TmGTasa 

Variante 

Actividad 
hidrolítica 
(×10−5 mg 

Almidón/µg 
Proteína/min) 

Actividad 
transglicosídica 

(×10−3 mg 
almidón/µg 

Proteína/min) 

Hidrólisis/Transglicosidación 
(H/T) Ratio 

(×10−2) 

Silvestre 5.1 ± 0.3 4.0 ± 0.8 1.3 ± 0.3 

V86I 2.9 ± 0.3 1.3 ± 0.2 2.2 ± 0.6 

M279N 6.3 ± 0.8 1.01 ± 0.03 6 ± 1 

V86I/M279N 4.2 ± 0.2 ND NA 

T274V/M279N 4.2 ± 0.3 ND NA 

F72L/V86I/T274V 4.4 ± 0.2 0.51 ± 0.07 9 ± 2 

F72L/V86I/T274V/M297N 4.1 ± 0.5 0.65 ± 0.03 6 ± 1 

F72L/E77G/E226K/T274V 7.0 ± 0.9 5 ± 1 1.4 ± 0.5 

F72L/T274V 4.9 ± 0.5 1.7 ± 0.2 2.9 ± 0.6 

ND: no detectada; NA: no disponible. 

 

 
 

Figura 8 Relación 
transglicosilacióntransgli
cosidacióntransglicosilac
ión/hidrólisis (T/H) de la 
glucatransferasa 
TmGTasa y sus 
variantes. Los valores de 
transglucosidación e 
hidrólisis se 
normalizaron con la 
enzima silvestre, que 
tiene las coordenadas 
(1,1). Las líneas 
discontinuas indican 
relaciones T/H 
equivalentes. La 
diagonal central 
corresponde a la enzima 
silvestre. Las enzimas 
con una mejor relación 
T/H están sobre la línea 
diagonal central y las 
enzimas con una mejor 
relación H/T están 
debajo de la línea 
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Figura 9 a) Distancias en Ángstroms entre los sitios de mutación (verde y cian) y los residuos catalíticos (rosa 

mexicanorojo) de la TmGTasa. El centro activo está delimitado por el inhibidor competitivo acarbosa (amarillo). 

En rosa se muestra el residuo D-278 que actúa como estabilizador del estado de transición. b) Vecindad del 

residuo M279 en el sitio catalítico. 

 

El papel de la dinámica de proteínas en la catálisis enzimática es bien reconocido 

[64,65]. Por lo tanto, llevamos a cabo simulaciones de dinámica molecular para 

algunas variantes de proteínas para explicar en términos estructurales, el efecto de 

las mutaciones sobre las actividades de las enzimas en términos estructurales.  

La simulación de TmAmyA muestra que la triple sustitución K98P/D99A/H222Q 

aumentó la flexibilidad de la enzima exclusivamente en la hélice α4 (dominio 

catalítico), a la que pertenece el residuo 247, señalado en la Figura 9a, marcado por 

a) 

b) 
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una diferencia de fluctuación cuadrática media (RMSF) positiva entre la triple 

mutante y la enzima silvestre (Figura 10a). Esta hélice está cerca de los bucles que 

contienen el aspartato catalítico (nucleófilo) y el glutamato (ácido-base). Por el 

contrario, en el mutante K98P/D99A/H222Q se rigidizaron los bucles y hélices que 

contienen los residuos 325, 387 y 415. El aumento de movilidad de los residuos 

catalíticos podría ser la causa de la pérdida de la actividad en las variantes de 

TmAmyA, teniendo un mayor impacto en la función hidrolítica que en la 

transglicosídica, función para la cual la hélice α4 podría rigidizarse un poco por las 

interacciones con el aceptor. 

 
Figura 10 Diferencia en flexibilidad entre las enzimas silvestres TmAmyA y TmGTasa y sus variantes. 

Diferenciade RMSF (en nanómetros) a lo largo de la estructura de (a) la hidrolasa TmAmyA y su variante la 

mutante triple K98P/D99A/H222Q (menos hidrolítica que la enzima silvestre). (b)de la transglicosidasa 

TmGTasa silvestre frente a T274V/M279N (menos transglicosídica). Las regiones donde el RMSF no se 

modificaron en las variantes aparecen en blanco, mientras aquellas con incrementos o decrementos de RMSF 

están coloreadas en rojo y verde, respectivamente. El centro activo está delimitado por la acarbosa (en amarillo). 

 

Los cambios en la flexibilidad también se estudiaron para las variantes de la enzima 

TmGTasa, para la cual comparamos el efecto de la sustitución simple M279N y 
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doble T274V/M279N con la TmGTasa silvestre. Fue evidente un aumento en los 

valores de RMSF del doble mutante T274V/M279N en comparación con los de la 

TmGTasa silvestre, alrededor de los residuos 100, 107, 121 (dominio B), 131 

(subsitio +2, dominio B), 210 (bucle α4β5), 222 (hélice α5), 264 (hélice α6) y 325 

(bucle α4β5, cerca del subsitio −3; Figura 10b). Si bien las fluctuaciones de RMS 

para el mutante sencillo M279N fueron similares al mutante doble alrededor de los 

residuos 100, 107, 121 y 131, aumentaron en relación con las otras proteínas cerca 

del residuo 222. Por lo tanto, el dominio B, que es importante para la especificidad 

del sustrato en otras enzimas GH13, es más móvil en ambos mutantes [57], esto 

podría dificultar la interacción con la molécula aceptora necesaria para la reacción 

de transglicosidación. 

Se analizaron los ángulos diedros (χ1–3) del residuo ácido-base catalítico para 

evaluar su movilidad tanto en la enzima silvestre como en los mutantes de TmAmyA 

y TmGTase (datos no mostrados), como en otros reportes. Observamos una 

distribución más difusa en las variantes más hidrolíticas de ambas enzimas (en 

TmAmyA silvestre vs. K98P/D99A/H222Q, y en M279N vs.TmGTase silvestre ). Lo 

anterior, se contrapone con la movilidad mostrada para el residuo ácido-base 

catalítico mostrado por David et al., que también empleó el ángulo χ3 como indicador 

de actividad transglicosídica [85] y lo descrito por Kong et al., quien definió un nuevo 

ángulo para medir esta movilidad [86], en cuyos trabajos atribuyen una mayor 

movilidad del residuo ácido base catalítico a una mayor activida transglicosídica. 

Estas diferencias podrían justificarse considerando que a pesar de la menor 

movilidad local del residuo ácido-base catalítico (medido con χ1–3), la estructura 

secundaria que lo contiene tiene mayor movilidad en las mutantes aquí reportadas. 

Adicionalmente, debe considerarse que los resultados en este aspecto no son 

definitivos, al no evaluar el intermediario covalente. 

Las mutaciones introducidas produjeron cambios en la dinámica estructural que 

modifican el pKa de E216 en TmGTasa. Los cálculos de PROPKA [79] de este 

residuo se realizaron en las estructuras correspondientes a tres momentos 

diferentes en la simulación: 200, 300 y 400 ns, cuando los valores de RMSD ya se 

habían estabilizado. El pKa del residuo ácido-base catalítico fue mayor para ambas 
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variantes que para la TmGTasa silvestre. Para este parámetro, el promedio fue de 

3,0 ± 0,97 para la enzima silvestre y 6,1 ± 0,54 y 4,8 ± 0,43 para T274V/M279N y 

M279N, respectivamente. Estos resultados concuerdan con la noción de que la 

hidrólisis requiere un residuo más básico que la transglicosidación [87]. Aunque los 

valores de pKa obtenidos no reflejan directamente el pKa del E216 durante la 

reacción de hidrólisis o transglicosidación (la enzima aún no ha formado el 

intermediario azúcar-enzima unido covalentemente y el sitio catalítico está vacío), 

estos resultados indican un desplazamiento del pKa de este residuo catalítico por 

las mutaciones en la dirección que favorece la catálisis de la reacción deseada. 

Estos cambios de pKa reflejan el cambio en la distancia promedio entre D278 y 

E216, que fue 1 Å más cercana en ambos mutantes que en la enzima TmGTasa 

silvestre, aumentando el pKa de uno de los aminoácidos participantes, para evitar 

la repulsión electrostática. En el caso del residuo equivalente en TmAmyA, E258, el 

triple mutante K98P/D99A/H222Q tiene un valor de pKa similar al de la enzima 

silvestre para su residuo ácido-base catalítico (alrededor de 4,8 para ambos). Este 

resultado sugiere un mecanismo diferente para el cambio en la especificidad de la 

reacción, que afecta principalmente a la reacción de hidrólisis. 

Otro aspecto a resaltar es el enlace de hidrógeno formado entre el residuo D278, 

que funciona como estabilizador del estado de transición, y el residuo K324, que 

interacciona con el glucósido en el subsitio catalítico +2 (donde se une el aceptor). 

Esta interacción solo se observa en la variante TmGTase T274V/M279N y podría 

generar diferencias de actividad de la enzima en la reacción de hidrólisis y la 

transglicosidación porque debe romperse al unirse un azúcar en el subsitio +2. En 

TmAmyA, el residuo equivalente a K324 es una glicina, un residuo menos apto para 

formar un enlace de hidrógeno con el aspartato catalítico correspondiente. 
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6.  DISCUSIÓN 

 

 

Implementamos una metodología para identificar sitios blanco de mutagénesis para 

modular la relación transglicosidación/hidrólisis (T/H) en dos miembros de la familia 

GH13. Esta metodología seleccionó residuos a mutagenizar lejos del sitio activo 

(entre 11.1 y 22.2 Å de distancia) (Figura 7 y Figuara 9), que modificaron la 

especificidad de la reacción. Fue interesante notar que también podría seleccionar 

residuos cercanos al sitio catalítico, como el residuo 279 de TmCGTase, que está 

al lado del residuo catalítico D278 (2,7 Å; Figura 9). Esta modulación de la 

especificidad de la reacción parecía funcionar en ambas direcciones; sin embargo, 

la contribución más significativa fue la reducción de la reacción no deseada y, en 

menor medida, el aumento de la reacción deseada, en la mayoría de los casos. 

Al implementar nuestra metodología, generamos dos parámetros, el factor de 

enriquecimiento y el coeficiente de similitud (de los contactos entre enzimas); el 

primero nos permitió separar a las enzimas GH13 según su especificidad, después 

de calificar con este los contactos como hidrolíticos o transglicosídicos, (Figura 2) y 

el segundo, agruparlas en subfamilias (Figura 3).  

Nuestro coeficiente de similitud muestra resultados consistentes con trabajos 

previos en los que se han utilizado patrones de contactos para distinguir familias de 

proteínas [26] y se suman a su uso en la clasificación funcional y evolutiva de 

subfamilias, detectando eventos de duplicación de genes (TmGTase y TmAmyA)  y 

de transferencia horizontal entre los dos grupos −la subfamilia 36 (donde se 

encuentra AmyA) y la subfamilia 2 (donde se encuentran las enzimas de origen 

Firmicutes. Estos resultados recomiendan un uso más extendido de contactos de 

residuos en la clasificación de enzimas, complementarios al análisis de secuencias 

y estructuras, ya que su análisis es más sensible que el análisis de secuencias y 

puede automatizarse. 

A pesar de que nuestro trabajo no logró con todas las mutaciones incrementar la 

actividad transglicosídica en TmAmyA y la actividad hidrolítica en TmGTasa, con 

todas las mutaciones el cambio de la selectividad T/H deseado a través de 
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decrementos de la función hidrolítica en la amilasa TmAmyA y de la transglicosídica 

en la glucanotransferasa TmGTasa. Además, nuestra metodología propone 

explorar los residuos fuera del sitio catalítico para modificar su especificidad o 

función a través del análisis de contactos, pudiendo ser estos una guía en la 

selección de blancos de mutagénesis que extienda los residuos estudiados hasta 

ahora.  

Nuestra metodología encuentra paralelo en algunas metodologías de análisis de 

coevolución que han sido reportadas [88,89]. Aún así, requirió menos datos para 

identificar sitios para modificar la función, ya que, los contactos pueden ser 

observados directamente en la estructura mientras el análisis de secuencias solo 

permite inferirlos después de analizar los patrones de coevolución de distintas 

posiciones en un alineamiento múltiple de secuencias (que requieren de 

correcciones para evitar la predicción de contactos inexistentes), además, ya que la 

estructura se conserva más que la secuencia, es posible considerar enzimas cuya 

similitud de secuencia es baja por lo que se puede lograr una mejor exploración del 

especio de secuencias con un menor número de enzimas muestreadas. Ambas 

perspectivas destacan la importancia de analizar los contactos de los residuos 

cuando se estudia una función, incluso lejos del sitio catalítico. Trabajos anteriores 

destinados a clasificar enzimas de función desconocida y predecir y verificar 

modelos 3D también han sugerido la importancia de los contactos de residuos [21], 

donde la predicción del mapa de contactos ha jugado un papel importante. 

El método presentado en este trabajo está limitado por la disponibilidad de 

estructuras 3D, que suelen ser menos abundantes que las secuencias empleadas 

en estudios coevolutivos. Esta limitación podría superarse con el uso de inteligencia 

artificial, como Alpha-Fold2, en la predicción de estructuras, sin embargo, este 

aumento de estructuras debe ir acompañada de un incremento de las enzimas 

caracterizadas experimentalmente, ya que, contar con enzimas caracterizadas y 

con estructura conocida es un requisito indispensable para poder determinar los 

factores de enriquecimiento y usarla como herramienta para clasificación funcional. 

Por ejemplo, para la familia GH13 se contaba solo con 31 enzimas transglicosídicas 

caracterizadas según lo informado en la base de datos CAZy.  
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Otra limitación de nuestra metodología para el caso de la familia GH13 es que a 

pesar que sus miembros realizan hidrólisis y transglicosidación en diferentes 

grados, su caracterización está generalmente centrada en la reacción que realiza 

cada enzima en mayor proporción.  Una caracterización de ambas reacciones, 

facilitaría el análisis de la información que proporcionan las caracterizaciones 

experimentales con vistas a hacer diseño de enzimas.  Esta caracterización también 

determinaría si existe un significado funcional para la agrupación de enzimas GH13 

en función de sus contactos hidrolíticos o transglucosídicos (Figura 2). 

Nuestra metodología tuvo como objetivo crear un parámetro para guiar la elección 

de mutantes que permitieran la modulación de la especificidad 

transglucosidación/hidrólisis. Como señalaron Hleap y Blouin [90] en su estudio 

sobre la estabilidad de la evolución de la familia GH13, una predicción cuantitativa 

de la especificidad requiere información catalítica con un sólo sustrato para todos 

los miembros de la familia bajo análisis. Por el contrario, la familia GH13 se ha 

caracterizado por una gran variedad de sustratos tanto para la actividad hidrolítica 

como para la transglucosídica y, en muchos casos, solo por su actividad más 

destacada. Incluso cuando se ha utilizado el sustrato más común, el almidón, las 

variaciones en la ramificación 1,6 podrían impedir esta caracterización. Superamos 

este obstáculo contrastando enzimas con una especificidad distinta, creando así un 

parámetro (el factor de enriquecimiento) que ofrece una guía cualitativa para 

transformar la especificidad de la reacción, que tal vez podría requerir más datos 

experimentales y el uso de inteligencia artificial para volverse cuantitativa. Sin 

embargo, esta guía podría reducir el espacio de secuencia que se necesita explorar 

para lograr un cambio de especificidad, tanto en estudios de diseño racional como 

de evolución dirigida. 

Un resultado valioso de este enfoque fue la identificación de dianas para la 

mutagénesis más allá del sitio catalítico, cuya relevancia en términos de su 

especificidad y actividad ha sido demostrada por la evolución dirigida ; éstas 

corresponden a residuos formando contactos altamente conservados en la familia 

de proteínas, que son ocupados preferencialmente por un aminoácido, de acuerdo 

a la función de la enzima[91]. La exploración de dichos sitios está limitada por la 
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disponibilidad de métodos de selección o de detección de alto rendimiento; por lo 

tanto, restringir el espacio de secuencia que se va a evaluar se vuelve primordial. 

En este trabajo identificamos la presencia de clusters conformados por residuos en 

contacto cuyos aminoácidos fueron enriquecidos tanto en el grupo de enzimas 

hidrolíticas como en las transglicosídicas de la familia GH13, además logramos 

clasificar funcionalmente a las enzimas al calificar todos sus contactos como 

hidrolíticos y transglicosídicos. Ambos resultados sugieren que nuestro método 

podría tener un mayor éxito con la propuesta de un mayor número de mutaciones 

simultáneas. La evaluación para su selección se beneficiará con el uso de 

inteligencia artificial, la cual ya ha sido empleada para proponer enzimas de novo 

con actividad similar a las naturales, al aplicar estrategias empleadas en el análisis 

de lenguaje y considerar las secuencias de residuos de las enzimas como un 

enunciado que sigue reglas gramaticales y de semántica [92].  

 

7.  CONCLUSIONES 
 

 

Propusimos y validamos un método basado en mapas de contacto para identificar 

sitios blanco de mutagénesis que modulen la relación transglicosidación/hidrólisis 

(T/H) en miembros de la familia GH13, tanto en transferasas como hidrolasas. Con 

este método logramos modificar la selectividad T/H de dos enzimas, la hidrolasa 

TmAmyA y la transferasa TmGTasa, para aumentarla en la primera enzima y 

disminuirla en la segunda. Para la variante TmGTasa M279N, redujimos la actividad 

transglicosídica, que se deseaba eliminar, y medimos un incremento de la hidrólisis, 

que se buscaba aumentar. Aunque en la mayoría de las variantes presentadas el 

cambio de selectividad T/H se obtuvo con la pérdida de la actividad principal de 

cada enzima, mientras la actividad secundaria permaneció intacta o se redujo en 

menor medida. 

El algoritmo propuesto en este trabajo permitió el cambio de selectividad a través 

de sustituciones de residuos fuera del sitio catalítico que no se eligieron al azar. Sin 
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embargo, está limitado por la cantidad de estructuras disponibles de un grupo de 

enzimas.   

Igualmente, al analizar los contactos entre residuos generamos parámetros no solo 

para elegir sitios de mutagénesis que cambien la selectividad de una enzima, 

también definimos parámetros para agrupar las estructuras de las enzimas de la 

familia GH13 según su especificidad y subfamilias, identificando con ello eventos de 

duplicación y transferencia horizontal de genes; estos parámetros son más 

sensibles que el análisis por secuencias y son susceptibles de automatización.  

 

 

8.  PERSPECTIVAS  

 

 

Para hacer más eficiente el método se requieren más estructuras, lo cual puede 

subsanarse a través del uso de inteligencia artificial, la cual puede ser usada para 

predecir estructuras tridimensionales de secuencias, expandiendo las proteínas a 

las que se puede aplicar nuestra metodología. Asimismo, el uso de esta herramienta 

también podría incrementar el poder predictivo, permitiendo el desarrollo de un 

método que haga predicciones cuantitativas en el efecto que las mutaciones 

introducidas tendrán en la función.  

Asimismo, nuestros resultados sugieren que podría lograrse un cambio mayor en la 

selectividad T/H al considerar un mayor número de mutaciones. Entre estos 

resultados podemos mencionar la presencia de clusters con residuos con factores 

de enriquecimiento altos y nuestra capacidad de clasificar proteínas al calificar todos 

los residuos como hidrolíticos o transglicosídicos 

La comparación de contactos de residuos entre grupos podría encontrar 

aplicaciones fuera de la función, como sugiere un trabajo en el que la estabilidad de 

una enzima GH13 se modificó mediante mutagénesis en puntos críticos 

identificados por análisis de acoplamiento directo [93], creando y eliminando 

enlaces de hidrógeno entre residuos. También podría identificar sitios donde se 

pueden insertar sondas fluorescentes mientras se minimiza el deterioro funcional. 
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La presencia de clusters con factores de enriquecimiento alto, así como la 

capacidad de clasificar funcionalmente a las enzimas de la familia GH13 a través 

del análisis conjunto de varios residuos de forma simultánea y nuestros resultados 

experimentales con una cantidad limitada de mutaciones, indican que una mayor 

cantidad de residuos debe ser incluidos como blanco de mutagénesis para lograr el 

cambio de función. La evaluación para su selección se beneficiará con el uso de 

inteligencia artificial, como lo ha hecho en la predicción de estructuras.  

El análisis de contactos usando la relación Función1/Función2 y el coeficiente de 

similitud encontrados en este trabajo pueden automatizarse para analizar bancos 

de proteínas y clasificarlas de acuerdo a su función y relaciones evolutivas.  
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Anexo I. Estructuras empleadas en este trabajo 
 
Tabla S1. Conjunto de datos 1. Grupo Interno: Grupo de estructuras del PDB 
empleadas para calcular el factor de enriquecimiento 

PDB 
ID 

Resolución 
(Å) 

Actividad 
reportada 

Actividad 
sobre 

enlaces α-
(1-4)- gluco-

sídicos 

Sub-
familia 
CAZy 

Organismo 

1A47 2.56 CGTasa Transferasa GH13_2 Thermoanaerobacterium 
thermosulfurigenes 
(Clostridium 
thermosulfurogenes  

1UKQ 2.00 CGTasa Transferasa  GH13_2 Bacillus sp. 1011  
2CXG 2.50 CGTasa Transferasa  GH13_2 Niallia circulans 251  
2VR5 2.80 Enzima 

desrami-
ficante 

Transferasa  GH13_11 Saccharolobus 
solfataricus P2  

1MXG 1.60 α-Amilasa Hidrolasa  GH13_7 Pyrococcus woesei 
1HX0 1.38 α-Amilasa Hidrolasa  GH13_24 Sus scrofa  
1RPK 2.00 α-Amilasa Hidrolasa  GH13_6 Hordeum vulgare  
1UH3 2.60 α-Amilasa Hidrolasa  GH13_21 Thermoactinomyces 

vulgaris R-47 
1WPC 1.90 α-Amilasa Hidrolasa  GH13_5 Bacillus sp. 707  
2CPU 2.00 α-Amilasa Hidrolasa  GH13_24 Homo sapiens  
2WC7 2.37 Enzima 

desrami-
ficante 

Hidrolasa  GH13_20 Nostoc punctiforme PCC 
73102  

3BC9 1.35 α-Amilasa Hidrolasa  GH13_5 Halothermothrix orenii 
H 168  

3K8M 2.50 α-Amilasa Hidrolasa GH13_36 Bacteroides 
thetaiotaomicron VPI-
5482  

7TAA 1.98 α-Amilasa Hidrolasa  GH13_1 Aspergillus oryzae 
DSM63303  
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Table S2. Conjunto de datos 2. Grupo externo: conjunto de estructuras 3D usadas 
para evaluar la capacidad de los factores de enriquecimiento para clasificar 
enzimas de la famila GH13 por función. 

PDB ID Resolución 
(Å) 

Actividad 
reportada 

Actividad 
sobre 

enlaces α-
(1-4)- 

gluco-
sídicos 

Sub-
familia 
CAZy 

Organismo 

1CGT 2.00 Glucano-
Transferasa 

Transferasa  GH13_
2  

Niallia circulans 8  

4JCL 1.70 Glucano-
Transferasa 

Transferasa  GH13_
2  

Paenibacillus 
macerans 
IAM1243/ IB7 / 
IFO 3490 (NRRL 
B-388) / JFB05-01 
(CCTCC 
M203062)  

1BLI 1.90 α-Amilasa Hidrolasa  GH13_
5  

Bacillus 
licheniformis 584 / 
ATCC 27811  

1GCY 1.60 α-Amilasa 
productora 

de 
maltotetra-
sacáridos 

Hidrolasa  NA  Pseudomonas 
stutzeri MO-19  

1WZL 2.00 Neo-
pulunasa 

Ciclomalto
dextrinasa 

Hidrolasa  GH13_
20  

Thermoactinomyce
s vulgaris R-47  

AmyA Homology 
model 

α-Amilasa Hidrolasa  GH13_
36  

Thermotoga 
maritima MSB8  

3BC9 1.35 α-Amilasa Hidrolasa  GH13_
5  

Halothermothrix 
orenii H 168  

3DHU 2.00 α-Amilasa Hidrolasa  NA  Lacticaseibacillus 
plantarum WCFS1  

3EDF 1.65 Ciclomalto
dextrinasa 

Hidrolasa  NA  Flavobacterium sp. 
92  
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Tabla S2. Conjunto de datos 2. Grupo externo (Continuación) 
PDB ID Resolución 

(Å) 
Actividad 
reportada 

Actividad 
sobre 

enlaces α-
(1-4)- 

gluco-
sídicos 

Sub-
familia 
CAZy 

Organismo 

3VM7 2.25 α-Amilasa Hidrolasa  GH13_
1  

Malbranchea 
cinnamomea  

4AEE 2.28 α-Amilasa 
malto-
génica 

Ciclomalto
dextrinasa 

Hidrolasa  GH13_
20  

Staphylothermus 
marinus F1  

4AEF 2.34 α-Amilasa 
Ciclomalto
dextrinasa 

Hidrolasa GH13_
20  

Pyrococcus 
furiosus DSM 
3638  

4GKL 2.40 α-Amilasa 
malto-
génica 

Hidrolasa  NA  Thermotoga 
neapolitana DSM 
4359  

4UZU 1.90 α-Amilasa Hidrolasa  GH13_
5  

Geobacillus 
stearothermophilus 
DY5 / PHI300 / 
NZ-3  
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Tabla S3. Conjunto de datos 3. Enzimas empleadas para analizar la conservación de 
contactos y su relación con la historia evolutiva 

PDB 
ID 

Resolución 
(Å) 

Familia 
CAZy 

Subfamilia 
CAZy 

Organismo 

3VM7 2.25 GH13 1 Malbranchea 
cinnamomea  

7TAA 1.98 GH13 1 Aspergillus oryzae 
DSM63303  

1A47 256 GH13 2 Thermoanaerobacterium 
thermosulfurigenes 
EM1  

1CGT 2.00 GH13 2 Niallia circulans 8  
1QHO 1.70 GH13 2 Geobacillus 

stearothermophilus 
C599  

2CXG 2.50 GH13 2 Niallia circulans 251  
1UKQ 2.00 GH13 2 Bacillus sp. 1011  
4JCL 1.70 GH13 2 Paenibacillus macerans 

IAM1243/ IB7 / IFO 
3490 (NRRL B-388) / 
JFB05-01 (CCTCC 
M203062)  

3ZSS 1.80 GH13 3 Streptomyces coelicolor 
A3(2)  

1WPC 1.90 GH13 5 Bacillus sp. 707 
1BLI 1.90 GH13 5 Bacillus licheniformis 

584 / ATCC 27811 
3BC9 1.35 GH13 5 Halothermothrix orenii 

H 168 
4UZU 1.90 GH13 5 Geobacillus 

stearothermophilus 
DY5 / PHI300 / NZ-3  

1RPK 2.00 GH13 6 Hordeum vulgare 
1MXG 1.60 GH13 7 Pyrococcus woesei 
3AMK 1.90 GH13 8 Oryza sativa Japonica 

Group  
3AML 1.70 GH13 8 Oryza sativa Japonica 

Group  
4BZY 2.75 GH13 8 Homo sapiens 
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Tabla S3. Conjunto de datos 3 (Continuación) 
PDB 
ID 

Resolución 
(Å) 

Familia 
CAZy 

Subfamilia 
CAZy 

Organismo 

2VR5 2.80 GH13 11 Saccharolobus 
solfataricus P2  

1WZL 2.00 GH13 20 Thermoactinomyces 
vulgaris R-47  

2YA0 1.85 GH13 12 Streptococcus 
pneumoniae TIGR4  

3FAW 2.10 GH13 12 Streptococcus agalactiae 
COH1  

2YOC 2.88 GH13 13 Raoultella 
ornithinolytica 10-5246  

2FHF 1.65 GH13 13 Klebsiella pneumoniae 
UNF5023  

2WC7 2.37 GH13 20 Nostoc punctiforme 
PCC 73102  

4AEE 2.28 GH13 20 Staphylothermus 
marinus F1  

4AEF 2.34 GH13 20 Pyrococcus furiosus 
DSM 3638  

1UH3 2.60 GH13 21 Thermoactinomyces 
vulgaris R-47  

1HX0 1.38 GH13 24 Sus scrofa  
2CPU 2.00 GH13 24 Homo sapiens  
1UA7 2.21 GH13 28 Bacillus subtilis 2633  
1G9H 1.80 GH13 32 Pseudoalteromonas 

haloplanktis TAB23 / 
A23 

3K8M 2.00 GH13 36 Bacteroides 
thetaiotaomicron VPI-
5482  

AmyA  GH13 36 Thermotoga maritima 
MSB8  

1GCY 1.60 GH13 NA Pseudomonas stutzeri 
MO-19  
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Tabla S3. Conjunto de datos 3 (Continuación) 
PDB 
ID 

Resolución 
(Å) 

Familia 
CAZy 

Subfamilia 
CAZy 

Organismo 

1LWJ 2.50 GH13 NA Thermotoga maritima 
MSB8  

3DHU 2.00 GH13 NA Lacticaseibacillus 
plantarum WCFS1  

3EDF 1.65 GH13 NA Flavobacterium sp. 92  
4E2O 2.10 GH13 NA Geobacillus 

thermoleovorans 
CCB_US3_UF5  

4GKL 2.40 GH13 NA Thermotoga neapolitana 
DSM 4359  

2ZQ0 1.60 GH97 NA Bacteroides 
thetaiotaomicron VPI-
5482 

3W37 1.70 GH31 NA Beta vulgaris  
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Tabla S4. Conjunto de datos 4. Enzimas GH13 caracterizadas en CAZy: Enzimas que 
cuya función (hidrolítica o transglicosídica) se ha reportado como caracterizada en 
la base de datos CAZy (2019). Para las transferasas todas las secuencias fueron 
consideradas y modeladas usando Swiss model cuando fue necesario. Para las 
hidrolasas solo se tomaron enzimas con estructura tridimensional conocida. Para las 
estructuras tomadas del PDB, reportamos su PDB ID como identificador, mientras 
para las secuencias modeladas con Swiss model reportamos la clave de Uniprot o 
GenBank ID, seguida de la PDB ID de la estructura empleada como molde En la 
columna Resolución registramos el valor de Q-mean para las estructuras producidas 
por modelado por homología, las cuales usamos después de minimizar su energía 
con Rosetta. 

Identificador Resolución Actividad reportada 
(especie) 

Actividad sobre 
enlaces α-(1-4)- 

glucosídicos 

 

1CDG 2.00 β-Ciclodextrin 
glucanotransferasa 

(Niallia circulans 251) 

Transferasa  

1CGT 2.00 β-Ciclodextrin 
glucanotransferasa 
(Niallia circulans 8) 

Transferasa  

1CYG 2.50 a/β-Ciclodextrin 
glucanotransferasa 

(Geobacillus 
stearothermophilus) 

Transferasa  

1GJU 2.40 4-α-Glucanotransferasa 
/ maltosiltransferasa 
(Thermotoga maritima) 

Transferasa  

1LWJ 2.50 4-α-Glucanotransferasa 
(Thermotoga maritima) 

Transferasa  

1V3M 2.00 Ciclodextrin 
glicósidotransferasa 

(Bacillus sp. 1011) 

Transferasa  

2VR5 2.80 
 

Isoamilase / 4-α-
glucanotransferasa 

(Saccharolobus 
solfataricus P2) 

Transferasa  
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Tabla S4. Conjunto de datos 4. Enzimas GH13 caracterizadas en CAZy 
(Continuación) 

Identificador Resolución Actividad reportada 
(especie) 

Actividad 
sobre enlaces 
α-(1-4)-gluco-

sídicos 

 

3BMV 1.60 α/β-Ciclodextrin 
glicósido transferasa 

(Thermoanerobacterium 
thermosulfurigenes EM1) 

Transferasa  

4JCL 1.70 α-Ciclodextrin 
glucanotransferasa 

(Paenibacillus macerans 
IAM1243) 

Transferasa  

4JCM 1.65 γ-Ciclodextrin 
glucanotransferasa 

(Evansella clarkii) 

Transferasa  

A2QTS4_1cgt QMEAN 
-2.64 

4-α-glucanotransferasa 
de pared celular 

(Aspergillus niger CBS 
513.88) 

Transferasa  

A2QYT9_2aaa QMEAN 
-2.48 

4-α-Glucanotransferasa 
(Aspergillus niger CBS 

513.88) 

Transferasa  

P26827_1uks 
(1a47) 

QMEAN 
-1.85 

Ciclodextrin 
glucanotransferasa 

(Thermoanaerobacterium 
thermosulfurigenes) 

Transferasa  

A0A077D499_3bmv QMEAN 
-0.30 

Ciclodextrin glicósido-
transferasa 
(uncultured 

Carboxydocella) 

Transferasa  

A0A0C4WMI 
5_1ciu 

QMEAN 
0.72 

Ciclodextrin 
glicósidotransferasa 

(Thermoanaerobacter sp. 
P4) 

Transferasa  

B2D1U4_1ukt QMEAN 
0.33 

Ciclodextrin 
glucanotransferasa 

(Paenibacillus sp. JB-13) 

Transferasa  
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Tabla S4. Conjunto de datos 4 Enzimas GH13 caracterizadas en CAZy 
(Continuación) 

Identificador Resolución Actividad reportada 
(especie) 

Actividad sobre 
enlaces α-(1→4) 

gluco-sídicos 

 

B2XY82_4jcl QMEAN 
-0.05 

Ciclodextrin glicósido 
transferasa 

(Paenibacillus graminis 
MC22.13) 

Transferasa  

C9WB02_1cgt QMEAN 
-0.01 

ß-Ciclodextrin 
glicósidotransferasa 

(Paenibacillus illinoisensis 
ZY-08 / ZY-8 ) 

Transferasa  

B1VC16_6cgt QMEAN 
0.07 

β-Ciclodextrin 
glicósidotransferasa 
(Paenibacillus pabuli 

US132) 

Transferasa  

O82984_1ukq QMEAN 
-0.77 

β-Ciclodextrin 
glicósidotransferasa 
(Bacillus sp. A2-5A) 

Transferasa  

O86956_1lwh QMEAN 
-0.70 

4-α-glucanotransferasa 
(Thermotoga neapolitana) 

Transferasa  

O86959_1jf6 QMEAN 
-2.52 

Ciclomaltodextrinasa 
glucanotransferasa 

(Thermotoga neapolitana) 

Transferasa  

P08704_4jcm QMEAN 
-3.00 

α-Ciclodextrin 
glucanotransferasa 

(Klebsiella pneumoniae 
M5a1) 

Transferasa  

P17692_1cdg QMEAN 
0.19 

β-cyclomaltodextrin 
glucanotransferasa 
(Bacillus sp. B1018) 

Transferasa  

P31746_1pj9 QMEAN 
-0.59 

β-Ciclodextrin 
glucanotransferasa 

(Bacillus sp. 1-1) 

Transferasa  

P31747_6cgt QMEAN 
0.04 

Ciclodextrin 
glucanotransferasa 
(Bacillus sp. 6.3.3) 

Transferasa  
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Tabla S4. Conjunto de datos Enzimas GH13 caracterizadas en CAZy (Continuación) 
 

Identificador Resolución Actividad reportada 
(especie) 

Actividad sobre 
enlaces α-(1→4) 

gluco-sídicos 

 

P31835_6aij QMEAN 
-0.30 

α-Ciclodextrin 
glucanotransferasa 

(Paenibacillus macerans) 

Transferasa  

Q3HUR2_6aij QMEAN 
-3.55 

β-Ciclodextrin 
glucanotransferasa 
(Pyrococcus furiosus 

DSM 3638) 

Transferasa  

Q8X268_1uks QMEAN 
-1.82 

β-Ciclodextrin 
glucanotransferasa 

(Thermococcus 
kodakarensis KOD1) 

Transferasa  

Q9UWN2_1qho QMEAN 
-1.51 

α-Ciclodextrin 
glucanotransferasa 

(Thermococcus sp. B1001) 

Transferasa  

Q9ZAQ0_3bmv QMEAN 
-0.63 

β-Ciclodextrin 
glucanotransferasa 

(Geobacillus 
stearothermophilus ET1) 

Transferasa  

Q25CB6_4jcm QMEAN 
-0.45 

γ-ciclomaltdextrin 
glucanotransferasa 

(Bacillus sp. G-825-6) 

Transferasa  

Q53I75_1ukq QMEAN 
-0.07 

α-ciclomaltodextrin 
glucanotransferasa 

(Haloferax mediterranei) 

Transferasa  

1AVA 1.9 α-Amilasa 
(Hordeum vulgare) 

Hidrolasa  

1EA9 3.20 Ciclomaltodextrinasa 
(Bacillus sp.) 

Hidrolasa  

1G94 1.74 α-Amilasa 
(Pseudoalteromonas 

haloplanktis) 

Hidrolasa  
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Tabla S4. Conjunto de datos Enzimas GH13 caracterizadas en CAZy (Continuación) 
 

Identificador Resolución Actividad reportada 
(especie) 

Actividad sobre 
enlaces α-(1→4) 

gluco-sídicos 

 

1GCY 1.60 Amilasa formadora de 
maltotetraosa 

(Pseudomonas stutzeri) 

Hidrolasa  

1HT6 1.50 α -Amilasa 
(Hordeum vulgare) 

Hidrolasa  

1HX0 1.38 α -Amilasa 
(Sus scrofa) 

Hidrolasa  

1J0H 1.90 Ciclomaltodextrinasa / 
neopululanasa 

(Geobacillus 
stearothermophilus 

TRS40) 

Hidrolasa  

1JAE 1.65 α-Amilasa 
(Tenebrio molitor) 

Hidrolasa  

1JI1 1.60 a-Amilasa 
(Thermoactinomyces 

vulgaris R-47) 

Hidrolasa  

1MWO 2.20 a-Amilasa 
(Pyrococcus woesei) 

Hidrolasa  

1QHO 1.70 α-amilase maltogénica 
(Geobacillus 

stearothermophilus C599) 

Hidrolasa  

1SMA 2.80 α-amilase maltogénica 
(Thermus sp. IM6501) 

Hidrolasa  

1SMD 1.60 α-Amilasa 
(Homo sapiens, salivary) 

Hidrolasa  

1UA7 2.21 α -Amilasa 
(Bacillus subtilis 2633) 

Hidrolasa  

1UD2 2.13 α-Amilasa 
(Bacillus sp. KSM-K38) 

 

Hidrolasa  

1VJS 1.70 α-Amilasa 
(Bacillus licheniformis 

584) 

Hidrolasa  
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Tabla S4. Conjunto de datos 4 Enzimas GH13 caracterizadas en CAZy 
(Continuación) 
 

Identificador Resolución Actividad reportada 
(especie) 

Actividad sobre 
enlaces α-(1→4) 

gluco-sídicos 

 

1WPC 1.90 Maltohexaose-forming 
Amilasa 

(Bacillus sp. 707) 

Hidrolasa  

1WZA 1.60 α-Amilasa 
(Halothermothrix orenii H 

168) 

Hidrolasa  

2D2O 2.10 Ciclomaltodextrinasa / 
neopululanasa 

(Thermoactinomyces 
vulgaris R-47) 

Hidrolasa  

2DIE 2.10 α-Amilasa 
(Bacillus sp. KSM-1378) 

Hidrolasa  

2GJP 1.90 α-Amilasa 
(Sutcliffiella halmapala) 

Hidrolasa  

2YA0 1.85 Enzima degradadora de 
glucógeno 

(Streptococcus 
pneumoniae TIGR4) 

Hidrolasa  

2ZE0 2.00 α-Glucosidasa 
(Geobacillus sp. HTA-

462) 

Hidrolasa  

3BC9 1.35 α-Amilasa 
(Halothermothrix orenii H 

168) 
 

Hidrolasa  

3BH4 1.40 α-Amilasa 
(Bacillus 

amyloliquefaciens) 

Hidrolasa  

3DC0 2.78 α-Amilasa 
(Bacillus sp. KR8104) 

Hidrolasa  

3EDJ 1.69 Ciclomaltodextrinasa 
(Flavobacterium sp. 92) 

Hidrolasa  
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Tabla S4. Conjunto de datos 4 Enzimas GH13 caracterizadas en CAZy 
(Continuación) 
 

Identificador Resolución Actividad reportada 
(especie) 

Actividad 
sobre enlaces 
α-(1→4) gluco-

sídicos 

 

3VGF 2.30 α-Amilasa / 
Maltooligosiltrehalose 

(Saccharolobus solfataricus 
KM1) 

Hidrolasa  

3WN6 2.16 α-Amilasa 
(Oryza sativa Japonica 

Group) 

Hidrolasa  

3WY2 1.47 α-Glucosidasa 
(Halomonas sp. H11) 

Hidrolasa  

4AEE 2.28 α-Amilasa maltogénica / 
Ciclomaltodextrinasa 

(Staphylothermus marinus 
F1) 

Hidrolasa  

4AEF 2.34 α-Amilasa maltogénica/ 
Ciclomaltodextrinasa 

(Pyrococcus furiosus DSM 
3638) 

Hidrolasa  

4E2O 2.10 α-Amilasa 
(Geobacillus 

thermoleovorans 
CCB_US3_UF5) 

Hidrolasa  

4GKL 2.40 α-Amilasa maltogénica 
(Thermotoga neapolitana 

DSM 4359) 

Hidrolasa  

4UZU 1.90 α-Amilasa 
(Geobacillus 

stearothermophilus DY5) 

Hidrolasa  

5A2B 1.85 α-Amilasa (Anoxybacillus 
sp. SK3-4) 

Hidrolasa  

5H06 1.95 α-Amilasa (bacteria no 
cultivable) 

Hidrolasa  
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Tabla S4. Conjunto de datos 4 Enzimas GH13 caracterizadas en CAZy 
(Continuación) 
 

Identificador Resolución Actividad reportada 
(especie) 

Actividad sobre 
enlaces α-(1-4)- 
gluco-sídicos 

 

6A0J 1.60 Ciclo maltosil-
maltose Hidrolasa 

(Arthrobacter 
globiformis M6) 

Hidrolasa  

6BS6 2.17 α-Amilasa / 
neopululanasa 

(Bacteroides 
thetaiotaomicron VPI-

5482) 

Hidrolasa  

7TAA 1.98 α-Amilasa 
(Aspergillus oryzae 

DSM63303) 

Hidrolasa  
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Anexo II Oligonucleótidos empleados en este trabajo 
 
 
 
Tabla S5. Cebadores empleados para introducir las mutaciones en este estudio  
Enzima mutada Mutación Secuencia (5’-3’) 
AmyA K98P/D99A ACAGACTACTACAACGTCGAGC 

CGGCGTACGGCACCATGGAAGATCTC 
glucanotransferasa F72L CGATCATCTCTTTCAACTCTCTC 

TCACTACC 
glucanotransferasa V86I GGGAAGGTCAAGAACGATTTTT 

ATTCCGC 
glucanotransferasa T274V CCCGGTGAATTTTGTTTCGAA 

TCACG 
glucanotransferasa M279N CGAATCACGACAACTCGAGGC 

TTGCAAGC 
   

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 70 

 
 
 

Anexo III. Resultados de simulaciones de dinámica molecular 
 
Sección 1. TmAmyA y sus variantes 
 
 
 

 
Figura S 1. RMSF para una simulaiòn de Dinámica Molecular (MD) de 500 ns para TmAmyA silvestre (línea roja) y la 
variante  K98P/D99A/H222Q (línea negra). La numeraciòn de los  residuos està desfasada −29 con respecto a la de 
Liebl et al. [36]. 
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Figura S 2 Análisis coformacional de los ángulos diedro χ del residuo ácido base (Glu258) de TmAmyA para la enzima 
silvestre  (lìnea continua) y la variante K98P/D99A/H222Q (lìnea punteadas). (a) ángulos diedraless χ3 (b) àngulos 
diedrales  χ2 (c) ángulos diedrales χ1. 
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Figura S 3 Cambio en la distancia D310 -E258 de TmAmyA durante la simulación MD para la enzima silvestre (línea 
azul) y la variante  D98P/D99A/H222Q (lìnea roja). 

Sección 2. TmGTasa y 

 
Figura S 4 RMSF para una simulaiòn de Dinámica Molecular (MD) de 500 ns para TmGTasa silvestre (línea roja),  la 
variante  M279N (línea negra) y la variante T274V/M279N (línea azul). 
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Figura S 5 Análisis coformacional de los ángulos diedro χ del residuo ácido base (Glu216) de TmGTase para la enzima 
silvestre  (lìnea continua), la variante M279N (línea discontinua)), y la variante  T274V/M279N (lìnea punteada). (a) 
ángulos diedraless χ3 (b) àngulos diedrales  χ2 (c) ángulos diedrales χ1 
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Figura S 6 Cambio en la distancia D278-E216 de TmGTasa durante la simulación MD para la enzima silvestre (línea 
azul) y la variante  M279N (línea roja) y la variante T274V/M279N (línea gris) 
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