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Resumen

Las esterasas de acidos carboxilicos son «o/p-hidrolasas que actuan
sobre el enlace éster. Las esterasas se definen como enzimas que
hidrolizan a los triglicéridos con cadenas cortas y sustratos solubles
en agua, mientras que las lipasas son enzimas que hidrolizan
triglicéridos de cadenas largas y prefieren sustratos insolubles en
agua (Alberghina & Lotti, 2007).

Lipasas y esterasas son producidas por varias plantas, animales y
microorganismos, lo que ofrece un rango amplio de enzimas en
términos de propiedades bioquimicas y afinidad por sustrato, con
aplicaciones biotecnoldgicas. Dentro de los géneros microbianos mas
usados comercialmente se encuentran los siguientes: Achromobacter,
Alcaligenes, Bacillus, Chromobacterium y Pseudomonas.

Este trabajo tiene como finalidad separar e identificar enzimas
producidas por Bacillus pumilus GMA1 con actividades de interés para
el area industrial de biocatalisis. Este microorganismo fue aislado de
aguas termales mexicanas en la region de “Los Azufres”, Michoacan.
Bacillus pumilus GMA1. Se detectd actividad lipolitica en un extracto
crudo, con maximos en 50°C y pH 10.5,(Bustos, 1995). Este extracto
es capaz de catalizar diversas reacciones de interés, como la sintesis
de acido linoleico conjugado (Ruiz, 2008) y la lipofilizaciéon de
flavonoides (Bermudez, 2010).

En el genoma de Bacillus se encuentran codificadas varias
lipasas y carboxilesterasas, la mayoria de bajo peso molecular. En el
grupo de trabajo se ha detectado por técnicas zimograficas actividad
de esterasa a 21 kDa. Tras un proceso de optimizacion de medio de
cultivo en el que la actividad esterasa se incrementd, se detectd
ademas una banda con actividad de esterasa de alto peso molecular.
Ninguna banda se ha logrado purificar ni identificar para saber a cual
enzima con actividad lipolitica o de esterasa codificadas en el genoma

corresponden. En este trabajo se usaron diversas metodologias de
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purificacién con el objeto de discriminar e identificar por
secuenciacion si estas enzimas corresponden a lipasas o esterasas, o
bien a otras con potencial catalitico producidas en medio optimizado
por Bacillus pumilus GMA1

Los procesos de cromatografia de filtracion en gel y de eluciéon no
permitieron la purificacién a homogeneidad de la enzima, pero si el
enriquecimiento de algunas bandas y obtener fracciones con mayor
actividad de esterasa. Tras un procedimiento de concentraciéon (100x)
de esta fraccion semipurificada, se detectaron a 3 bandas que
presentaron actividad de esterasa por zimografia. Se procedié a su
corte y envio a secuenciacién por LC-MS/MS vy se identificaron de la
siguiente manera:

La banda de bajo peso molecular (20.6 kDa) corresponde a la
secuencia de la Peroxiredoxina YkuU [Bacillus pumilus SAFR-032].
Cabe destacar que este resultado corresponde a otro obtenido
previamente por el grupo de trabajo Peroxiredoxina YgaF [Bacillus
pumilus SAFR-032] (Alvarez & Galindo, 2009).

Esta enzima esta clasificada como una oxidoreductasa. Sin
embargo, se observa que tiene la capacidad de hidrolizar ésteres
carboxilicos en diversos ensayos cualitativos y cuantitativos, lo que
indicaria que tiene actividad de esterasa y que, por lo tanto, puede
considerarse una enzima promiscua.

En el caso de la la banda de alto peso molecular, los resultados
no son concluyentes. Los péptidos identificados corresponden a: una
poliribonucleotido-nucleotidil transferasa de acidos nucleicos (75.1
kDa), que presenta homologia a la enzima tanto de Pseudomonas
como del genoma de Bacillus pumilus. Las diferencias en
aminoacidos se pueden explicar por la heterogeneidad entre cepas.
La actividad enziméatica se debe corroborar. Otra proteina con la que
presenta homogeneidad es una proteina que une sustratos a
transportador ABC, asi como con una subunidad alfa de la succinil

coenzima A sintetasa. Estos resultados hablan de las limitaciones de
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la técnica de elucidon de proteinas de los geles, puesto que al no estar
puras pueden aparecer varias proteinas de pesos moleculares
similares, incluso agregados. Por otra parte, se presenta también la
posibilidad de actividades enzimaticas promiscuas, que en este caso
no fueron exploradas.

Los resultados obtenidos ofrecen la posibilidad de emplear
nuevas enzimas en biocatdlisis. Los estudios de estructura de la
proteina (peroxiredoxina YKU) su purificacién a homogeneidad y su
clonacién permitiran explorar mejor el potencial biocatalitico de la
misma. Asimismo, se deberan diseflar nuevos procesos de
purificaciéon que permitan separar las esterasas o lipasas codificadas

en el genoma.
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Capitulo I
Introduccion

Las carboxilesterasas [EC 3.1.1.1] y lipasas [EC 3.1.1.3] son enzimas
que catalizan la hidrdlisis del enlace éster en acidos carboxilicos y
estan ampliamente distribuidas en animales, plantas vy
microorganismos (IUBMB, 2011). En el campo de la quimica, son de
gran importancia en el area de quimica organica, ya que catalizan
reacciones tales como esterificaciones, interesterificaciones vy
transesterificaciones.

Historicamente estas enzimas se han clasificado de acuerdo a su
especificidad de sustrato. Se define como esterasas a las enzimas que
hidrolizan ésteres con la adicion de una molécula de agua. En
general, una esterasa es especifica, ya sea para el alcohol o el resto
del substrato acido (hidrdlisis de ésteres de acidos carboxilicos)
(Jaeger, 1999).
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Considerando que las carboxilesterasas preferentemente rompen
los enlaces éster de acidos grasos de cadena corta, las lipasas
muestran un amplio rango de sustratos, mas que las esterasas. Asi,
la lipasa es capaz de actuar sobre un sustrato insoluble, mientras las
esterasas tienen preferencia por sustratos solubles en agua (Fojan,
et. al, 2000). Por su hidrofobicidad, pueden formar agregados con
facilidad.

Una posible limitacion del uso de enzimas es su inestabilidad a
temperatura, pH o a los propios disolventes, que se traduce en una
baja actividad o bien la reducciéon de la vida media (Morrison & Boyd,
1990). Para evitar este inconveniente se aislan diferentes enzimas de
origen microbiano, en especial, los que se adaptan a ambientes
extremos (termofilos, acidéfilos, alcaldfilos etc.).

La mayoria de sistemas de purificaciéon de enzimas consisten en
estrategias de varios pasos. Sin embargo, por lo general se usan
procedimientos de pre-purificacion que conducen a la recuperacidon
secundaria de la enzima, para después llevar a cabo pasos
posteriores de purificacion. Una combinacién de estos
procedimientos con los métodos tradicionales de cromatografia
permiten una recuperacion rapida y alta de enzimas (Saxena et. al,
2003).

1.1 Justificacion

Las enzimas de Bacillus pumilus GMA1 son de gran interés debido a
que se trata de un microorganismo termofilo, caracteristica
importante para la incorporacion en procesos de la industria
alimenticia, quimica y farmacéutica, pues se considera que las
enzimas provenientes de microorganismos extremofilos seran
capaces de resistir condiciones de operacion extremos y mostar

mayor estabilidad. Se ha demostrado que el extracto es capaz de
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catalizar reacciones de interés en industria farmacéutica y de
alimentos, como son la lipofilizacion de flavonoides y la sintesis de
acido linoleico conjugado. Sin embargo, no se tiene la certeza de qué
enzima lleva a cabo estas reacciones. Por lo tanto, se plantea un
proceso de purificacion, separacion e identificacion de las enzimas
presentes. La actividad enzimatica buscada es la de esterasa y/o

lipasa, por su amplia gama de aplicaciones en biocatalisis.
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Capitulo II
Objetivos

2.1 Objetivos generales

» Separar por diferentes técnicas de purificacion de proteinas,las
enzimas con actividad de carboxilesterasa producidas por Bacillus
pumilus GMAlen un medio optimizado

» Identificar proteinas con actividad sobre ésteres de acidos

carboxilicos
2.2 Objetivos particulares

*» Evaluacion de meétodos de purificacion para la separacién de
proteinas con actividad de esterasa

» Purificacién de las enzimas con actividad sobre sustratos que
presentan ésteres de acidos carboxilicos, producidas por Bacillus
pumilus GMA1

» Identificaciéon de las enzimas por espectrometria de masas (LC-
MS/MS)

10
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Capitulo III
Marco teodrico

3.1 Marco teorico. General

3.1.1 Proteinas

El nombre de proteina proviene de la palabra griega proteios, que
significa primero. Entre todos los compuestos quimicos, las proteinas
son ciertamente de los mas importantes, puesto que son
indispensables en la composicion de los seres vivos (Lehninger,
2005).

Desde un punto de vista quimico, las proteinas son polimeros
grandes. Son poliamidas, y los mondmeros de los cuales se derivan
son los acidos a—aminocarboxilicos, figura 1 (McMurry, 2008).

A diferencia de las amidas y de los acidos carboxilicos, los
aminoacidos (a.a.) son sdlidos cristalinos no volatiles, insolubles en
disolventes no polares y sus soluciones acuosas se comportan como
soluciones de sustancias de elevado momento dipolar (Morrison,
1990).

11
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Fig. 1. Estructura de un aminoacido

3.1.2 Estructura y caracteristicas

Se puede considerar una estructura proteinica en varios niveles (Fig.
2). Frecuentemente, se citan cuatro niveles de estructura. En el mas
bajo, existe una estructura primaria, el modo de unién por el cual los
atomos de la proteina estan unidos entre si para formar las cadenas
por enlace covalente. Después sigue la estructura secundaria, que se
refiere a la disposicion de estas cadenas en el espacio y es en forma
de hélices, hojas o esferoides compactos, con puentes de hidrogeno
gue mantienen unidas diferentes cadenas o partes distintas de una
misma cadena (Lehninger, 2005).

La forma globular de la cadena polipeptidica de una proteina se
conoce como su estructura terciaria. Algo caracteristico en esta
estructura, es que el interior consta casi completamente de residuos
no polares. Finalmente la estructura cuaternaria se refiere al
ordenamiento espacial de las subunidades (cadenas polipeptidicas) y

la naturaleza de sus interacciones (Berg et. al, 2007).

Sl
-
R
NN

1- 2° 3° 4=

Fig 2. Estructura de las proteinas. De izquierda a derecha, estructura primaria, secundaria,
terciaria y cuaternaria.

12
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3.1.3 Geometria de la union peptidica

Los péptidos son amidas formadas por interaccion entre grupos
amino y carboxilo de aminoacidos. En estos compuestos se
acostumbra a describir el grupo amida, -NHCO-, como la unién
peptidica (Ghélis et. al, 1998).

Fig. 3. Geometria de la unidn peptidica (Morrison & Boyd 1990)

Los estudios de aminoacidos y dipéptidos con rayos X, indican
que el grupo amida entero es plano: el carbono carbonilico, el
nitrdgeno y los cuatro atomos unidos a ellos se encuentran en un
plano (Fig 3). La corta distancia carbono-nitrégeno (1.32 A), significa
que el enlace entre ellos tiene un caracter de doble enlace
considerable, por lo que los angulos de los enlaces con el nitrogeno
son similares a los del atomo de carbono trigonal (Morrison & Boyd
1990).

3.1.4 Clasificacion y funcion
Las proteinas se dividen en dos grandes grupos: proteinas
fibrilares, que son insolubles en agua, y proteinas globulares, que son

solubles en agua o en soluciones acuosas de acidos, bases o sales

(suelen ser coloides debido al gran tamafio de las moléculas).

13
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Las proteinas globulares tienen varias funciones relacionadas con
la manutencion y regulacidon del proceso de la vida, funciones que
precisan la movilidad (McMurry, 2008).

Este tipo de proteinas estan plegadas formando unidades
compactas que a menudo se aproximan a una forma esferoide. Estos
plegamientos se producen de manera que las partes lipdfilicas quedan
en el interior, apuntandose entre si y alejadas del agua; en cambio,
las partes hidréfilas, por ejemplo, como grupos cargados, tienden a
estar cerca de la superficie, donde se encuentran cerca del agua. Los
puentes de hidrégeno son principalmente intramoleculares. Las areas
de contacto entre las moléculas son pequenas, por lo que las fuerzas

intermoleculares son débiles (Devlin, 2006).

3.1.2.1 Enzimas

Las enzimas son proteinas que se comportan como catalizadores muy
potentes y eficaces de las reacciones quimicas de los sistemas
bioldgicos (Parmijit et. al, 2010), actuan en pequefia cantidad y se
recuperan indefinidamente, in vivo. No llevan a cabo reacciones que
sean energéticamente desfavorables, sino que solamente aceleran las
que podrian producirse espontaneamente AG°<0 (Ghélis, 1998).

Cada enzima cataliza un solo tipo de reaccién, y casi actuan
sobre un Unico sustrato o sobre un grupo muy reducido de ellos
(Primo, 2007). Este punto de vista esta siendo cuestionado ante la
aparicion de un numero cada vez mayor de enzimas con actividad
promiscua (Babtie, Tokuriki y Hollander, 2010).

Desde el punto de vista fisicoquimico, y como consecuencia de su
naturaleza proteica, la actividad catalitica depende del pH y de la
temperatura de reaccion entre otras condiciones, caracteristicas que
resulta de gran importancia en una aplicacién industrial (Dordick,
1989).
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3.1.2.2 Sitio catalitico o sitio activo

Las moléculas de enzimas contienen hendiduras o cavidades en las
cuales se encuentra el sitio activo 6 catalitico que es la regién de la
enzima a la cual se une el sustrato para que la reaccion se lleve a
cabo (Douglas, 1992). El sitio activo esta formado por las cadenas
laterales de residuos especificos, lo que ocasiona que tenga un
arreglo tridimensional particular, diferente al resto de la proteina.

Este sitio es afin por la estructura tridimensional del sustrato (Fig. 4).

Sustrato
+ - - - ; :

gitio a p ¢
activo

a p € Enzima Complejo ES Producto

Fig 4. Representacion de la union del sustrato con el sitio activo

El sitio catalitico es una estructura que normalmente se conserva
entre las enzimas. También pueden ser muy parecido en enzimas no
relacionadas, pero con funcién similar. El ejemplo de este fendmeno,
es la triada catalitica Ser-His-Asp, la cual se encuentra en una gran
variedad de hidrolasas (Holliday, 2009). A continuacidon se enlistan

algunas de las caracteristicas del sitio catalitico:

* Regidn tridimensional de la proteina.

* Une al sustrato especificamente, mediante un reconocimiento
estructural complementario.

= Contiene a los grupos cataliticos y a los cofactores, si los hay.

*» Es una regidén pequefia comparada con la magnitud total de la

proteina.
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* La interaccién de éste, con el sustrato es no covalente, por
tanto, es reversible.

= Es hidrofdbico, aunque puede tener a.a. polares y aun cargados

= Tiene capacidad de “orientar” al sustrato.

*» Es una hendidura en la estructura de la enzima, localizada mas

o menos superficialmente en el cuerpo de la enzima.

3.1.2.3 Tipos de enzimas. Clasificacion

Las enzimas se pueden clasificar en diferentes categorias, segun la

reaccion que catalizan (Whiteley & Lee, 2006):

» Oxidoreductasas (EC 1). Reacciones redox que involucran
transferencia de electrones

» Transferasas (EC 2). Reacciones de transferencia de grupos
funcionales

» Hidrolasas (EC 3). Reacciones de hidrdlisis

= Liasas (EC 4). Crean dobles enlaces

» Isomerasas (EC 5). Reacciones de isomerizacién

» Ligasas (EC 6). Formacion de puentes con rompimiento de ATP

3.1.2.4 Hidrolasas de éster carboxilico

Las hidrolasas de éster de acido carboxilico (EC 3.1.1.X) son enzimas
que catalizan la hidrodlisis de un éster carboxilico y se obtienen como
subproductos un alcohol y un acido carboxilico. Dentro de este grupo
se incluyen las lipasas (EC 3.1.1.3) que catalizan la hidrdlisis de
triglicéridos en medio acuoso y actuan sobre el enlace éster del
carboxilo presente en los acilgliceroles para liberar acidos grasos vy
glicerol. Se considera que cadenas a partir de diez dtomos de carbono
son sustratos preferentes para lipasas, mientras que la hidrdlisis de

cadenas menores a diez carbonos usualmente indica la presencia de
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carboxilesterasas (EC 3.1.1.1) que también pertenecen a este grupo.
Sin embargo, las lipasas también pueden hidrolizar los sustratos
caracteristicos de las carboxilesterasas (Aldridge, 1993; Bornscheuer
et. al, 2005; Chun-Sheng & Chin-Shuo, 2003; Neklyudov & Ivankin,
2002).

3.1.2.5 o/p Hidrolasas. Estructura

En general las carboxilesterasas y lipasas, siguen el patrén de
plegamiento de de una estructura o/p hidrolasa (Jaeger & Reetz,
1999). De acuerdo a estudios de cristalografia de rayos X, se sabe
que el sitio catalitico se encuentra en el grupo carboxilo de la hoja B
central, que consiste en una triada catalitica formada por residuos
nucledfilico (Ser-Hys-Asp), un residuo acido (Asp o Glu) y un residuo
de histidina (Hys), siempre en este orden de secuencia.

Las o/B-hidrolasa en su mayoria son estructuras paralelas o/p
(Fig. 5). El pliegue tiene una hebra B2 antiparalela al resto de las
conexiones.

La primera y la uUltima hélice (aA y oF, respectivamente), se
encuentran en un lado de la hoja, mientras que el resto de las hélices
se encuentran en el lado opuesto de la misma.

La mayoria de los miembros de esta familia de enzimas,
contienen inserciones de bucle que se pliegan en sub-dominios en el
borde carboxilo de la hoja principal. Estos elementos de estructura
secundaria forman lo que se ha llamado “tapas” y tienen un papel
importante en la definicion de la forma, y la regulacion de la
accesibilidad del sustrato al sitio activo. El catalizador es el residuo
nucledfilo (Ser, Hys o Asp) y se encuentra localizado en la curva de la
B5 y siguiendo a la hélice aC, esta estructura se conoce como “codo

nucleofilico”.
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Fig 5. Estructura caracteristica de o/B-hidrolasa. Las o hélices estan indicadas por los
cilindros y las hojasp por flechas. Las lineas discontinuas indican los lugares donde algunas
de las estructuras tienen giros. Se muestra como punto negro el elemento codo nucledfilo
creado por el giro brusco entre B5 y oC , al igual que los otros dos residuos de la triada
catalitica.

Esta estructura tiene una geometria tensa en la punta del codo y
permite una presentacion eficiente del nucledfilo en el sitio de ataque
en el sustrato. Las posiciones espaciales de los atomos implicados en
la catalisis, se conservan en todas las enzimas de esta familia.

Una parte importante del sitio activo de todas las o/p-hidrolasas
es la disposicidn espacial de los donantes de enlaces de hidrdogeno, la
cavidad oxianidnica, la cual estabiliza el estado de transicién de la
reaccion catalizada. Cabe mencionar que este tipo de enzimas no

requiere de algun cofactor para realizar su funcién (Holmquist, 2000).

3.1.2.6 Clasificacion de hidrolasas de éster carboxilico

Las a/p-hidrolasas son enzimas que catalizan una variedad de
diferentes transformaciones (Koehl, 2009). Algunos ejemplos se

presentan en Fig 6.
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Fig. 6. Ejemplo de o/B hidrolasas con actividad catalitica. Sustratos de diferente
naturaleza (Holmquist, 2002)
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3.1.3 Actividad enzimatica
3.1.3.1 Modelos de reconocimiento enzima-sustrato Fisher y
Koshland

Hay dos modelos propuestos de coémo las enzimas trabajan: el
modelo de la llave-cerradura y el de ajuste inducido. El modelo de la
llave-cerradura asume que el sitio activo es un ajuste perfecto para
un sustrato especifico y que ninguna otra modificacién es necesaria.
En el caso del ajuste inducido el sustrato produce cambios en la
conformacion de la enzima, provocando la alineaciéon apropiada de los
grupos funcionales del sitio activo provocando la formacion del
complejo enzima-sustrato (Figura 7).

Los sustratos interaccionan con el sitio activo de la enzima a
través de enlaces del hidrégeno, interacciones hidrofdbicas, enlaces
covalentes temporales o una combinacion de todos éstos, para
formar el complejo enzima-sustrato. Los residuos del sitio activo
actuaran como donantes o aceptadores de protones o de otros grupos
en el sustrato para facilitar la reaccién. Es decir el sitio activo
modifica el mecanismo de la reaccidon para disminuir la energia de

activacién de la reaccion (Vazquez-Contreras, 2003).

Sitio activo

sustrato

Enzima Complejoe Enzima
llave-cerradura

Productos

Sustrato

Enzima Complejo Productos

ajuste inducido

Enzima

Fig. 7. Formacion del complejo enzima-sustrato. (1) del modelo de Fisher y (2) modelo
Koshland
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3.1.3.2 Reaccion por catalisis enzimatica. Mecanismos

La catdlisis es esencialmente un fendmeno quimico. La capacidad de
una sustancia para actuar como catalizador en un sistema especifico
depende de su naturaleza quimica (Wohlgemuth, 2010).

Los mecanismos de reaccion de las enzimas son muy complejos,
implicando un numero de etapas elementales cada una de las cuales
puede incluir interacciones complejas entre varios grupos de las
moléculas de la enzima y el sustrato (Fuentes & Diaz, 1998). En las
reacciones catalizadas por enzimas las velocidades de reaccién, asi
como los mecanismos se ven afectados por cambios en la
concentracion, el pH y la temperatura. El mecanismo quimico esta
determinado por el tipo de rompimiento y formacién de enlaces que

lleva a cabo la enzima (Page, 1979):

» catalisis enzimatica acido -base

» catalisis enzimatica covalente

» catadlisis enzimatica por iones metalicos

» catalisis enzimatica electrostatica

= catadlisis enzimatica por efectos de proximidad y orientacion

» catdlisis enzimatica union preferencial al estado de transicidon

del complejo

Cada paso de los mecanismos cataliticos se acompafia por
cambios conformacionales que pueden estar localizados o distantes
del sitio activo de una enzima (Ghélis, et al. 1998). Algunos de ellos
son movimientos de gran amplitud en modo de flexion y otros que
corresponden a pequefias fluctuaciones de cadenas laterales. Los
cambios conformacionales pueden persistir hasta cierto punto, incluso
después de la disociacién del complejo enzima-producto. De ahi su
importancia en la catdlisis enzimatica (Bornscheuer & Kazlauskas,
2004).
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Desde la perspectiva de la biotecnologia son numerosas las
ventajas potenciales en el empleo de enzimas en solventes organicos
en comparacién con medios acuosos. Debido a este planteamiento, es
atractivo pensar que la catdlisis enzimatica en medios no acuosos
(Fig. 8), ofrece una gran variedad de ventajas, por ejemplo, permite
la solubilizacion de sustratos no polares, elimina la contaminacion
microbiana, favorece la sintesis con respecto a la hidrdlisis, entre
otras ventajas (Dordick, 1989).

CsH1g

o]
I —
HaC
+ I /\\\ |
(CHz)yp OH Py ~CHs
Lo (CH2 4 OH

T
OH

HaC Ha HaC CH4 HiC CH4

(=l (+)

Fig. 8. Esterificacion de mentol con acido laurico catalizada por la lipasa de C. cytindracea en
heptano. Sdlo el isdmero (-) es esterificado

3.1.3.3 Actividad enzimatica. Determinacion

La actividad enzimatica se refiere a la desaparicion del sustrato
durante la reaccién catalizada por la enzima o la aparicion del
producto (Lee & Whiteley, 2006). Cualquiera que sea el método de
evaluacion, éste debe ser cuantitativo y dar resultados en el orden de
micromoles de producto formado o sustrato consumido durante un
periodo de tiempo, por lo general minutos. Esto se llama tasa
enzimatica o actividad de la enzima.

De acuerdo con la ley de Beer, la absorbancia o fluorescencia o
algun otro parametro O6ptico que se utiliza, es directamente

proporcional a la concentracidn del reactivo (Ec 1).

Ec. 1 A=elc
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En el caso de las enzimas, la concentracidon esta dada por unidad
de tiempo, por ejemplo pmol*mL'min™. En consecuencia, si se
conoce el coeficiente de extincibn de una sustancia a una
determinada longitud de onda y se mide la variacion de parametro
optico con el tiempo, es posible determinar la actividad volumétrica

de la enzima (Ec. 2):

Ec. 2 AA v

donde A es el cambio en la absorbancia, V es el volumen total de la
mezcla de reaccidn, € el coeficiente de extincién en mL umol™?, t es el
tiempo en minutos y v es el volumen de la muestra. El coeficiente de
extincion de la sustancia de estudio se puede encontrar en la curva
patrén, por lo general en la regresién lineal.

Las unidades de actividad enzimatica por la cantidad de la
proteina se denomina como la actividad especifica y la cantidad de

proteina en cada muestra se puede determinar de varias maneras

dependiendo de la sensibilidad del método usado (Tabla 1).

Tabla 1. Métodos de cuantificacion de proteina

Ensayo Sensibilidad Principio Reactivos Referencia
coloracion producida por tartrato de sodio y Stoscheck
Biuret 1-10 mg la unidn de un péptido potasio, CuSQ,, KI,0.2 M CM. 1990
con Cu* NaOH vy diluido a 250 mL !
Lowry et
Coloracién producida por Na,CO5; 2% en 0.1 M al, 1951
la union de a.a. NaOH, CuSO4 1%,
Lowry 20-300 g aromaticos, Cu* y KOOCH(OH)CH(OHCOONa  Stoscheck
fosfomolibdato 2% CM, 1990
Absorbancia maxima de
un Sol. acida de Reactivo de bradford: Br?gf706rd,
Bradford 1-100 ug Coomassie, azul brillante  Coomassie, azul brillante
G-250 a 465 - 595 nm G-250 en etanol 95%,
cuando se produce unién HsPO, 85% Stoscheck
p CM, 1990
a las proteinas
BCA reduce Cu®*a Cu*™  RA: Bicinconato de sodio,
BCA 0.2-50 ug en condiciones alcalinas. Na,COs, tartrato de sodio,  Stoscheck
) se produce molibdeno / NaOH, NaHCOs, agua pH CM, 1990

tungsteno (azul)

11.25 RB: CuSQ,, agua
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3.1.4 Fuentes de enzimas

Las enzimas se encuentran ampliamente distribuidas en la naturaleza
y son producidos por plantas, animales y microorganismos. Las
enzimas de origen microbiano, principalmente bacterias y hongos,
representan la clase mas utilizada de enzimas en biotecnologia vy

quimica organica (Gupta et. al, 2004).

3.1.4.1 Enzimas de origen microbiano. Importancia

Las enzimas bacterianas tienen gran importancia comercial, ya que
su produccidon a granel es mucho mas facil. Aunque un numero de
fuentes de bacterias productoras de enzimas estan disponibles, sélo
unas pocas son objeto de explotacién comercial (Jaeger et. al 1994;.
Palekar et al. 2000). Las mas importantes son del género
Achromobacter, Alcaligenes, Arthrobacter, Bacillus, Burkholderia,

Chromobacterium y Pseudomonas, (Tabla 2).

Tabla 2. Fuentes de algunas enzimas de interés industrial

Enzima E.C. No. Fuente
Enzimas de origen bacteriano
o-amilasa 3.2.1.1 B. licheniformis, B. subtilis
B. amyloliquefaciens
B-amilasa 3.2.1.2 B. sp.
Asparaginasa 3.5.1.1 E. coli
Glucosa isomerasa 5.3.1.18 B. coagulans, Actinoplanes missouriensis
Pullulanasa 3.2.1.41 B. acidophulluliticus
Proteasa 3.4.24.4 B. subtilis, B. thermoproteolyticus, B
amyloliquifaciens
Enzimas de levaduras
B-galactosidasa 3.2.1.23 Khryveromyces fragilis, K. marxianus
Invertasa 3.2.1.26 Saccharomyces cerevisiae
Lipasa 3.1.1.3 Candida sp.
Rafinasa 3.2.1.22 Saccharomyces sp.
Enzimas de hongos
a-amilasa 3.2.1.1 Aspergillus oryzae, A. niger
Celulasa 3.2.1.4 A. sp., Trichoderma sp.
Dexranasa 3.2.1.11 F. moniliforme
B-galactosidasa 3.2.1.23 A. niger, A. oryzae
Glucoamilasa 3.2.1.3 A. niger
Glucosa oxidasa 1.1.3.4 A. niger, A. oryzae, Penicillum notatum
Lipasa 3.1.1.3 P. sp. A. sp
Pectinasa 3.2.1.15 A. niger
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Proteasa 3.4.24.4
) Enzimas de plantas
Acido fosfatasa 3.1.3.2 Papa
a-amilasa 3.2.1.1 Cereales y semillas
B-amilasa 3.2.1.2 Cebada
Bromelina 3.4.22.4 Pifia
B-glucanasa 3.2.1.6 Cebada
Lipoxigenasa 1.13.11.12 Soya
Papaina 3.4.22.2 Carica papya
Enzimas de origen animal
Fosfatasa alcalina 3.1.3.1 Intestino de ternero
a-amialasa 3.2.1.1 Glandulas pancreaticas de bovino/porcino
Catalasa 1.11.1.6 Higado de bovino
Quimotripsina 3.4.21.1 Pancreas
Lipasa 3.1.1.3 Pancreas
Pepsina 3.4.23.1 Estomago de porcino/bovino
3.1.4.2 El género Bacillus. Caracteristicas

El género Bacillus recientemente ha representado un grupo de
bacterias extenso y heterogéneo (Guncheva et. al, 2011). Dentro de
este grupo se encuentran en su mayoria, bacterias gram positivo en
forma de bastdn, aerobias, anaerobias facultativas y formadoras de
endoesporas (Nazina et. al, 2001).

ido subdividiendo el

Con los afos se ha género Bacillus:

Alicyclobacillus, Paenibacillus, Brevibacillus, Aneurinibacillus,
Virgibacillus, Salibacillus, Gracilibacillus, Ureibacillus (Nazina et. al,
2001). Las bacterias de los géneros Bacillus y Geobacillus son las
principales fuentes de lipasas en
Marchant & Rahman, 2004).

Entre los diversos microorganismos productores de enzimas el

la familia Bacillaceae (Banat

género Bacillus presenta ventaja respecto a otros, ya que muy pocas
especies son patdgenas, ademas tiene una alta capacidad de
secrecidon de enzimas (Mnisi et. al, 2005).

Muchas de las carboxilesterasas provenientes del género Bacillus
han sido purificadas y caracterizadas bioquimicamente a partir de
especies como B. subtilis, B. pumilus, B. stearotermophilus, B.
thermocatenulatus y B. thermoleovorans entre otras. En general las
lipasas proveninentes de este género, son de gran importancia
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biotecnoldgica, debido a que tienen secuencias proteicas unicas y

propiedades tales como pH y temperatura O6ptimos, son poco

comunes (Bornscheuer, 2002).

3.1.4.3 Carboxilesterasas del género Bacillus

La informacion disponible en los bancos de datos GenBank, Swiss
Protein Sequence Database hasta el 2009, reveld un registro de 38
enzimas presentes en el genoma de B. pumilus (Tabla 3), de las

cuales 24 tienen actividad carboxilesterasa.

Tabla 3. Carboxilesterasas presentes en el genoma de B. pumilus

Enzima ID Gen P.I. (ibli')
[Bacillus pumilus SAFR-032] 5621175 5.67 26.099
Phospholipase/carboxylesterase family [Bacillus pumilus SAFR-032] 5623012 5.36 22.580
Esterase [Bacillus pumilus SAFR-032] 5623000 6.51 28.099
Esterase [Bacillus pumilus SAFR-032] 5620384 5.06 27.960
Carboxylesterase [Bacillus pumilus SAFR-032] 5622326 5.15 28.456
Hydrolase [Bacillus pumilus SAFR-032] 5622207 6.72 34.100
Thioesterase [Bacillus pumilus SAFR-032] 5619879 4.86 26.800
o/ hydrolase [Bacillus pumilus SAFR-032] 5622103 8.87 31.562
Carboxylesterase A [Bacillus pumilus SAFR-032] 5619700 4.94 32.768
o/B hydrolase [Bacillus pumilus SAFR-032] 5619691 4.96 30.458
Carboxylesterase [Bacillus pumilus SAFR-032] 5619656 7.07 25.927
Hydrolase [Bacillus pumilus SAFR-032] 5621987 9.13 30.672
Lysophospholipase [Bacillus pumilus SAFR-032] 5621953 6.76 29.856
Dienelactone hydrolase [Bacillus pumilus SAFR-032] 5619568 6.17 22.358
Thioesterase [Bacillus pumilus SAFR-032] 5619551 5.85 27.977
Cephalosporin-C deacetylase [Bacillus pumilus SAFR-032] 5619524 5.28 35.736
o/p fold family hydrolase [Bacillus pumilus SAFR-032] 5619469 7.83 32.708
o/p fold family hydrolase [Bacillus pumilus SAFR-032] 5619406 6.18 33.419
o/p fold family hydrolase [Bacillus pumilus SAFR-032] 5619318 7.78 37.241
Hydrolase [Bacillus pumilus SAFR-032] 5621382 5.70 28.975
Esterase [Bacillus pumilus SAFR-032] 5621006 5.28 34.614
Lysophospholipase [Bacillus pumilus SAFR-032] 5622206 5.76 33.831
Acyltransferase [Bacillus pumilus SAFR-032] 5622884 9.43 67.885
Lipolytic enzyme lipc [Bacillus pumilus SAFR-032] 5619613 8.83 23.834

P.I. punto isoeléctrico
P.M. peso molecular

La mayoria de las enzimas del género Bacillus, son inestables en
presencia de surfactantes no id6nicos (Tween 80), surfactantes

anidénicos (SDS) y peroxido de hidréogeno (Kumar et. al, 2011).
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Estudios anteriores reportan que el microorganismo termoéfilo de
estudio, B. pumilus GMA 1, produce un enzima con actividad de
lipasa, presentando maximos de actividad en 50 °C y pH con un peso
de 21 kDa (Bustos, 1995). Se optimizé un medio de cultivo (Ibanez,

2007) donde se observo un incremento en la actividad de esterasas.
3.1.5 Lipasas y carboxilesterasas

Muchas proteinas capaces de hidrolizar ésteres estan presentes en los
materiales bioldgicos de todo tipo (microorganismos, plantas,
invertebrados y vertebrados). Actian de acuerdo a su especificidad
de sustrato y la distribucién dentro de los organismos, estd definida
por las funciones bioldgicas (Gupta et. al, 2004).

Las esterasas (EC 3.1.1.1) y lipasas (EC 3.1.1.3) son enzimas
que catalizan la hidrdlisis de enlaces éster y se encuentran
ampliamente distribuidas en los animales, plantas y microorganismos
(Bornscheuer et. al, 2002).

En medios organicos, catalizan reacciones como la esterificacién,
interesterificacion y transesterificacion. Las lipasas se pueden
distinguir de las esterasas, por el fendmeno de la activacién
interfacial y / o un dominio hidrofdbico que cubre el sitio activo de la
enzima (Houde et. al, 2004). Por otra parte, las esterasas se definen
como enzimas que hidrolizan a los triglicéridos con cadenas cortas y
sustratos solubles en agua, mientras que las lipasas son enzimas que
hidrolizan triglicéridos de cadenas largas y prefieren sustratos
insolubles en agua (Alberghina & Lotti, 2007).

3.1.5.1 Aplicaciones de lipasas y carboxilesterasas

La mayoria de lipasas y carboxilesterasas pueden ser utilizadas en
disolventes organicos, por lo tanto, se han convertido en dos de las
enzimas mas ampliamente utilizadas en sintesis organica y diversas

aplicaciones industriales: la industria del detergente, la industria
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alimentaria, industria oleoquimica, la industria del papel y la
resolucion de los farmacos quirales (Gupta et. al, 2004) tabla 4.
Especificamente en la industria de los alimentos algunas
aplicaciones son en formulas infantiles, actividad en acidos grasos en
posicion sn-1,3 y en triglicéridos sn-2, aceleracién de la maduracién

de quesos y, en general, en la manufactura de productos lacteos.

Tabla 4. Aplicaciones industriales de esterasas/lipasas (Houde et. al, 2004)

Industria Efecto Producto

Hidrdlisis de grasa de lactea, Saborizantes, queso,
maduracién de queso y mantequilla mantequilla
Potenciador de sabor, aumenta vida

Lacteos

Panaderia Productos de panaderia

de anaquel
Bebidas Mejorador de aroma Bebidas
Condimentos Mejora la calidad Mayonesa

Complementos
alimenticios

Lipidos funcionales y

Transesterificacion y desacetilacion o
antioxidantes

Carnicos Sabor y remocion de grasa Productos carnicos

Lo , ) - . Intermediarios principios
Farmacéutica Sintesis estereoquimica de ésteres 2ctivos P P
Limpieza Hidrdlisis Detergentes

Las carboxilesterasas y lipasas rara vez han sido utilizadas en
procesos industriales, debido a su baja estabilidad en las condiciones
del proceso operativo. La busqueda de nuevas enzimas con alta
estabilidad bajo condiciones de proceso es necesaria para la industria
(Ateslier & Metin, 2006).

3.1.5.2 Mecanismo enzimatico

El mecanismo de reaccidon que permite la ruptura del enlace éster
procede por medio de un intermediario acil-enzima, seguido por la
adicion de una molécula de agua. Esto es muy similar al mecanismo
descrito para una serin proteasa (Holmquist, 2000). En el caso de
lipasas y carboxilesterasas el mecanismo se presenta en 4 pasos
(Fig. 9). En el primero ocurre la formacién de un intermediario
tetraédrico enzima-éster, el cual estda cargado negativamente. En

seguida se libera un fenol a partir del intermediario, de forma que se
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produce una acil-enzima. Como ‘tercer y cuarto paso,
respectivamente, la acil-enzima se hidroliza a partir de un
intermediario tetraédrico, para liberar el acido y a la enzima libre
(Bornscheuer et. al, 2005).

La influencia del sustituyente en el fenol es importante para los
dos primeros pasos, la formacion y el colapso del primer
intermediario tetraédrico. La presencia de electrones en los
sustituyentes estabilizan al intermediario tetraédrico y facilitan asi el
paso 1, a efectos inductivos.

Del mismo modo estos sustituyentes estabilizan al fenol,
facilitando el paso 2. Para todas las enzimas, el resto de fenol tiene
que ser acomodado en el sitio activo, de manera que el enlace éster
quede accesible para ser debidamente presentado a la maquinaria de

la enzima catalitica (Makimoto & Taniguchi, 1986).
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Fig. 9. Mecanismo de reaccién de una hidrolasa, catalizando la ruptura del enlace éster. Los
grupos importantes de Ser-His-Asp estan mostrados de acuerdo a su importancia catalitica.

El progreso para la comprension del mecanismo del grupo de las

carboxilesterasa/lipasa, depende de la investigacion del aislamiento,
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purificaciéon y el examen detallado de la especificidad de sustrato,
estas propiedades estan definidas por la proteina pura (Aldridge,
1993).

3.1.5.3 Métodos para deteccidon y caracterizacion de lipasas y
carboxilesterasas

No existe un método Unico y universal de ensayo de actividad de
carboxilesterasa/lipasa. La eleccion de un método en particular
dependera de los requisitos especificos de la naturaleza de la enzima.
Para el ensayo de cualquier enzima, la sensibilidad, la disponibilidad
de sustratos, y la facilidad del procedimiento tienen que ser
considerados (Fariha et. al, 2009).

Puesto que todas las enzimas son proteinas, deben aplicarse las
precauciones necesarias para evitar la desnaturalizacién que conduce
a la pérdida de actividad.

Se han desarrollado varios métodos para la medicidn de actividad
de la lipasa en muestras con enzima cruda o purificada. Dicha
actividad puede ser medida por la determinacion de la velocidad de
desaparicidén del sustrato o bien la velocidad de produccién de acidos
grasos. A continuacién se enlistan algunos métodos para determinar

actividad hidrolitica en el enlace éster:

= Métodos en medios solidos (tributirina, yema de huevo 6
trioleina)
= Métodos Volumétricos (liberacion de acidos grasos)
= Nefelometria y turbidimetria
» Liberacién de glicerol a partir triglicéridos
»= Conductividad eléctrica
= Método de la placa de Wilhelmy (tensiometria interfacial)
»= Conductancia de onda acustica
»= Métodos colorimétricos (p-NFA, P-NFB, p-NFL,..., p-NF-R)
» Métodos Fluorométricos
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» Espectrometria de masas

= Espectroscopia IR

= Método de RMN

» Métodos cromatograficos (HPLC, cromatografia de gases )
= Kits de ensayo

» Sustratos basados en cumarinas

» Lipoproteina lipasa kit de ELISA

= sustrato EnzChek para lipasa

= kit de ensayo fluorescente lipasa MarkerGene ™
= kit de ensayo lipasa QuantiChrom™ (DLP-100).
= Métodos inmunoldgicos

* Microscopia de fuerza atdmica

» Deteccidén por microscopia electrdnica

» Ensayos Radiactivos

Existen varios métodos que emplean un sustrato especialmente
diseflado para dar un producto final de color después de la hidrdlisis,
0 uno que se puede convertir facilmente a un producto coloreado. La
hidrélisis de los ésteres de p-nitrofenol con &cidos grasos con
diferentes longitudes de cadena es ampliamente usada para
determinar actividad de lipasa y/o carboxilesterasa (Fariha et. al,
2009). La hidrodlisis de ésteres carboxilicos de a-naftol, p-nitrofenol o
2,4-dinitrofenol, conducen a la liberacion de los alcoholes
correspondientes, que pueden ser monitoreados continuamente vy
cuantitativamente utilizando un método espectrofotométrico, Fig. 10
(Mastropaolo & Yourno, 1981).
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Fig 10. Sustratos utilizados en la medicion de actividad enzimatica. (a) o-pivaloiloximetil
umbeliferona (b) 1,2-dioleoil-3-(1-piren-1-il) decanoil rac-glicerol (c) p- Nitrofenil ésteres,
(d) a-naftilacetato (e) dimercaptopropanol tributirato BALB (f) 5,5’-ditiobis(acido 2-
nitrobenzoico) DTNB (g) 1-palmitoleoil-oleoilfosfatidilglicerol. (Fariha et. al, 2009).

El p-nitrofenol da una coloracion amarilla (pKa 7.15) y puede ser
medida por la lectura de la absorbancia a 405 nm o0 410 nm, Fig. 11

(Abramic et. al, 1999). La actividad enzimatica se puede expresar en

HMmoles de p-nitrofenol liberado por minuto.
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Fig. 11. Hidrdlisis de sustratos de naturaleza éster de p-nitrofenilo. (a) reaccion catalizada
por una lipasa, usando p-NFL como sustrato. (b)carboxilesterasa actuando en p-NFA
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3.1.6 Actividad promiscua de carboxilesterasa

La promiscuidad enzimatica se refiere a la capacidad de una enzima
de catalizar dos reacciones distintas. En los Ultimos afios se ha
descubierto que la promiscuidad enzimatica puede ser un mecanismo
alternativo para la obtencién de nuevas actividades enzimaticas de
forma previa a la duplicacién génica (Sanchez-Moreno et al; 2009).

En la literatura estan reportadas diferentes enzimas con
actividad promiscua hidrolitica, por ejemplo, se ha encontrado una
peroxiredoxina Prdx6 con actividad de fosfolipasa en adiciéon a la
actividad sobre hidroperéxidos (Manevich et. al, 2009; Nevalainen,
2010), albumina de suero bovino con actividad de carboxilesterasa
(Cdérdova, et al; 2008), lipasas y esterasas con actividad en anillos B-
lactamicos y adicion de Michael (Bornscheuer & Kazlauskas, 2004) y
proteasas con actividad de carboxilesterasa (Sroga & Dordick, 2001;
Pefia-Montes, et al; 2008).

3.1.7 Purificacion de enzimas

La purificacion de proteinas es la metodologia seguida para obtener
una muestra proteica que contiene un sélo tipo de molécula. Es de
gran importancia el desarrollo de los procesos de purificacion de
proteinas, dado que los costos de purificacion tienden a dominar la
economia global del proceso (Gordon et. al, 1990).

Los procedimientos de purificacién de proteinas consisten, por lo
general, de multiples pasos, tales como filtracion en gel vy
cromatografia de intercambio idnico entre otros, para emplear
diferentes propiedades de la proteina en el proceso de separacion.
Recientemente, las técnicas de cromatografia de afinidad se usan
cada vez mas. Puesto que todas las enzimas son proteinas, los
métodos de extraccidn y purificacidon les son aplicables. Aqui se deben
tomar las precauciones pertinentes para evitar la desnaturalizacion

que puede desencadenar en la pérdida de actividad (Primo, 2007).
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Las principales limitaciones en procesos de purificacion
tradicionales incluyen bajos rendimientos y largos periodos de
tiempo, por lo que nuevas técnicas como los procesos en membrana,
sistemas acuosos de dos fases e inmunopurificacion poco a poco han
cambiado el panorama de la purificaciéon de enzimas (Kumar, et. al,
2009). Por otro lado, la purificacion de enzimas permite la
determinacién de los aminoacidos que conforman la estructura
primaria y mas recientemente la estructura tridimensional, esto
permite el establecimiento de la relacion estructura-funcion vy
contribuye a la comprension de los mecanismos de cinética en la
hidrdlisis, sintesis e intercambio de grupos ésteres (Berg et. al,
2007).

Basicamente un esquema de purificacidén consiste en 3 etapas:

1. Pre-purificacion. Acondicionamiento
2. Purificacion intermedia. Evaluacion de métodos

3. Purificacion

El objetivo de las etapas iniciales es la concentracién de la
proteina, clarificacién y el fraccionamiento de la muestra. En la
evaluacion de los métodos se busca remover interferencias tales
como productos de degradacion o moléculas contaminantes, con el
objetivo de preparar una solucion lista para una purificaciéon final.
Frecuentemente 1 o 2 etapas coinciden, sin embargo, los propodsitos
de las 3 estan bien establecidos que tienen la propiedad de

combinarse.

3.1.7.1 Acondicionamiento de la muestra

La mayoria de las lipasas de origen microbiano son extracelulares, es
decir, se excretan a través de la membrana externa en el medio de

cultivo. Por esta razon la filtracién, extraccion con disolventes
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organicos, precipitaciéon y centrifugacién son métodos previos a
cualquier etapa de purificacion.

También el cambio de pH se usa para la precipitacién de
proteinas, ya que éstas tienen baja solubilidad en su punto
isoeléctrico, y el método representa un bajo costo. Otro parametro
que influye en la precipitacion de las proteinas es la temperatura,
manteniendo la concentraciéon de sales constante, combinacion que
permite fraccionar la solucion proteinica (MBMB, 2005).

Por otro lado la centrifugacion es comuUnmente usada para
recuperar proteina después de la precipitacion (Tabla 5). Otra
alternativa es el uso de la extraccién de fase liquido-liquido para la

separaciéon de 2 fases liquidas inmiscibles.

Tabla 5. Agentes precipitantes utilizados en etapas de pre-purificacion (Harris, 2007)

Agente Naturaleza Propiedades
Sulfato_de Sal Facil solubilidad, estabilizante
amonio
Sulfato de sodio Sal -

Etanol Solvente Inflamable, con riesgo de
desnaturalizacion

Acetona Solvente Inflamable, con riesgo de
desnaturalizacion

Polietilenglicol Polimero Sin carga

Alrededor del 80% de los métodos de purificacién reportados en
la literatura hacen uso de la precipitacion, 60% de estos esquemas
utilizan sulfato de amonio y 35% usan etanol o acetona (Aires-Barros
et. al, 1992).

3.1.7.2 Métodos de purificacion. General

La purificacion de una determinada proteina de una mezcla compleja,
por lo general requiere una serie de etapas de purificacién basadas
en diferentes principios de separacion. Este tipo de separaciones se
realizan con mayor frecuencia en columnas, que implican una fase
estacionaria sdlida adsorbente y una fase moévil liquida que contiene

los solutos de interés (Allen et. al, 1973). La cromatografia en
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columna es capaz de proporcionar alta resolucion mediante la
incorporacion de un gran numero de placas de separacién tedrica o

etapas de equilibrio (Gordon et. al, 1990).

Tabla 6. Métodos de separacion cromatografica, utilizados en la purificacion de proteinas.

Método cromatografico Principio Referencia
Filtracion en gel o exclusion Tam,ano y forma de las Akaiwa, 1979
molecular moléculas

g Carga neta y dIStI‘I’bUCIon Aires-Barros et. al,
Intercambio idnico de grupos con caracter 1992
idnico
Isoelectroenfoque Punto isoeléctrico GoIdmalngE;QBaptlst,

Interaccion  hidrofobica & Hidrofobicidad de las

, . Whiteley & Lee, 2006
cromatografia en fase reversa moléculas

Cromatografia covalente Exposicidon de grupos -SH Whiteley & Lee, 2006
Afinidad bioespecifica con
Cromatografia de afinidad ligandos, receptores, Gordon et. al, 1990

anticuerpos, etc.

Las técnicas cromatograficas mas importantes estan enlistadas
en la tabla 6. Las condiciones para cada técnica se ajustan de
acuerdo a la naturaleza de la proteina a purificar: fuerza idnica, pH,
adicién de aditivos tales como detergentes, agentes reductores vy
metales son un ejemplo de estas condiciones.

Comunmente se utiliza una combinacién de métodos
cromatograficos. De los esquemas de purificacion reportados en el
pasado, 67% hacen uso de cromatografia de intercambio idnico; en
segundo lugar se encuentra la cromatografia de exclusion molecular
con 60% vy en tercer lugar la cromatografia de afinidad, con 27%
(Aires-Barros et. al, 1992). Cabe mencionar que estas metodologias
se llegan a utilizar mas de una vez en el proceso de purificacion.

La mayoria de los procedimientos seguidos para la purificacidon
de lipasas del genero Bacillus incluyen etapas de precipitacion

seguido por diferentes procedimientos cromatograficos, (Tabla 7).
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Tabla 7. Etapas de purificacion de algunas lipasas de Bacillus.

Especies de

Factor de

Bacillus Etapas de purificacion purificacién Referencia
Desintegracion celular,
precipitacion con
. calentamiento, cromatografia Schmidt-
Bacillus ; ST
de intercambio ionico & 312 Dannet et.
thermocatenulates ; . .
cromatografia de interaccion al, 1996
hidrofdbica
Bacillus s Ultrafiltracion y Sephadex G- Dharmsthiti
L0277 pPp- 100 2.6 & Luchai,
1999
Precipitacion con (NH,4),SO4,

. . filtracidn en gel con Sephadex Jose &
Bacillus pumilus G-100 75 Kurup, 1999
Bacillus ggecﬁ,‘;'gzggfgg (NH4)2504, 111 Ghanem et.
alcalophilus P al, 2000
Bacillus ggl-lfaefohsaerose & DEAE- 11.6 Kim et. al,
stearothermophilus P ) 2000

2 precipitaciones con acetona, Imamura &
Bacillus spp. octyl-Sepharose CL-4B, Q- 3028 Kitaura,

Sepharose & Sepharose-12 2000
Bacillus coagulans Erlsepc‘g)_';aec'ﬁgrgzg (NH4)2504, 40 S. Kumar et
BTS-3 P al. 2005

Precipitacion con (NH4),S04,
Bacillus DEAE-Sepharose, octyl- 76.7 Torr;;oeé. al,
licheniformis S-86  sepharose )

Cromatografia de afinidad M.B
Bacillus (acido nitrilo acético quelado 80 Ntha;'m 'eni
licheniformis con Ni?* Ni-NTA) 9

et. al, 2001

Precipitacion con (NH,4),S0,,
Bacillus Sephadex G-100, 100.84 Teixeira et.
licheniformis P40 Cromatografia de afinidad ) al, 2009

Source-RPC
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3.1.7.3 Cromatografia por filtracion en gel
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Fig 12. Estructura quimica del Sephadex (a) gel dextrano entrelazado y Sephacryl (b) gel
dextrano entrelazado con NN’-metilen-bisacrilamida, cominmente utilizados en la técnica de
filtracion en gel

Se pueden conseguir separaciones mas discriminatorias, basadas en
el tamafio, por medio de la técnica de cromatografia de filtracién en
gel, también conocida como cromatografia de exclusién molecular. En
esta técnica las moléculas grandes fluyen mas rapidamente a través
de la columna y aparecen antes porque tienen accesible un volumen
del liquido mas pequeiio; mientras que las moléculas pequenas,
seran las Uultimas en salir. En la figura 12 se muestran las estructuras
de algunos soportes para esta técnia: Sephadex y Sephacryl (Gordon
et. al, 1990).

3.1.7.4 Cromatografia de intercambio iénico

La cromatografia de intercambio idonico estd basada en la
atraccién entre los iones del soluto y los centros cargados unidos a la
fase estacionaria (Harris, 2007). Existen dos tipos de

intercambiadores: anidnicos y cationicos (Tabla 8).
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Tabla 8. Grupos comunes en soportes de intercambio idnico (Harris, 2007)

Tipo Abreviatura Nombre Estructura

Intercambiadores catiénicos

Acido fuerte SP,SE Sulfopropil, Sulfoetil -OCH,CH,CH,SOzH
-OCH,CH,SO0sH
Acido intermedio P Fosfato -OPOsH,
Acido débil CM Carboximetil -OCH,CO-H
Intercambiadores aniénicos
.
TEAE Trietilaminoetil -OCH,CH,;N(CH,CH5)3
Base fuerte Dietil (2- +
QAE hidroxipropil), OCHZCHZ'\ll(CHZCH3)2
amonio (Ejueaternarlo CH,CHOHCH;
DEAE Dietilaminoetil -OCH,CH,;N(CH,CH5),
Base intermedia Trietanolamina unida
ECTEOLA a celulosa a traves
de cadenas gliceril
Grupos DEAE
BD .
Base débil benzoilados
PAB p.Aminobencil ~O-CH>-CoHa-NH;

3.1.7.5 Electroforesis de elucion

La electroforesis de elucidon tiene un efecto de tamiz molecular
(Akaiwa, 1979), es decir, la separacidon de las proteinas se basa en el
tamafno y no en la carga, como soporte tamizante se utiliza
comunmente acrilamida (Devlin, 2006).

Las técnicas preparativas de electroforesis sirven a menudo
como un paso util en la purificacion de proteinas. Los métodos
electroforéticos se basan en diferentes tipos de movimientos de las
proteinas a través del gel y a continuacién la elucion del producto
deseado (Mulvey & Ohlendieck, 2003). Se han reportado distintos
meétodo cromatograficos electroforéticos, tal es el caso de la
electroforesis realizada en el punto isoeléctrico (pl) de la proteina a
ser purificada (Baptist & Goldman, 1979).
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3.2 Antecedentes en el grupo de trabajo

3.2.1 Bacillus pumilus GMA1. Caracteristicas

Bacillus pumilus GMA1, fue aislado de aguas termales mexicanas en
1995). Este

actividad en

la region de "“Los Azufres”, Michoacan (Bustos,

microorganismo produce enzimas con ésteres
carboxilicos. Sus enzimas son de gran interés debido a la actividad a
altas temperaturas y valores extremos de pH. En el grupo de trabajo
se realizd su caracterizacion bioquimica (Tabla 9) y fue identificada
también por técnicas moleculares (Bustos-Jaimes et al., 2010). Se
destaca la actividad de lipasa y sobre diferentes carbohidratos.

Si bien en el genoma de Bacillus se encuentran codificadas varias
lipasas y carboxilesterasas, en general se trata de enzimas de bajo
peso molecular (Alvarez & Galindo, 2009). En extractos enzimaticos
producidos en medio BHI aparece una banda de peso molecular

cercano a 21 kDa.

Tabla 9. Caracterizacion bioquimica de la cepa B. pumilus GMA1

Sustrato Resultado Sustrato Resultado
Glicerol + Sorbitol -
Esculina + Sacarosa +
Inulina - Lipasa +
Glucosa + Eritritol -

Galactosa - Ureasa -

H>S - Xilitol -

L-fucosa - B-galactosidasa +
Catalasa + Citrato -
Manitol + Indol -

D-tagatosa + Fructosa +

Hidrdlisis de Ornitina
. + . -
gelatina descarboxilasa
Hidrolisis de + Reduccion de )
xilano nitratos
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3.2.2 Optimizacion del medio de cultivo

Se optimizdé el medio de cultivo para la produccién de lipasas y

carboxilesterasas, que se presenta en la tabla 10 (Ibanez, 2007).

Tabla 10. Medio optimizado para la promocion de lipasas y esterasas de B. pumilus GMA1
(50°C, 24 h, 100 rpm)

Componente g/L
Tween 80 0.005
Glucosa 0.43
Aceite de olivo 1.3
NaHPO4 2.5
Extracto de levadura 2.94
(NH4),S0,4 3.26
NaCl 5
Glicerol 9.7
Extracto de carne 17.5

En los intentos de purificacién llevados a cabo con extractos
obtenidos en este medio, aparece una banda de alto peso molecular
adicional a una banda en 21 kDa en geles nativos, la que se

intensifica con respecto a la banda obtenida en medio BHI.

3.2.3 Meétodos de purificacion en el grupo de trabajo

Inicialmente se intentd purificar la enzima mediante una
columna de filtracion en gel Superosa 12 Pharmacia (Wong, 2001),
con resultados no reproducibles. Esto se logré con una columna
Sephacryl® S-300, con la que en 14 corridas se observdo que el
intervalo de fracciones 31-49 contiene la actividad de esterasa de
acido carboxilico de 21 kDa. Posteriormente se utilizd una columna
de intercambio id6nico (Mono Q®). Sin embargo, no hubo

reproducibilidad en este esquema de purificacion.
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3.2.4 Caracterizacion de la enzima semi-pura

Alvarez y Galindo (2009) centraron sus esfuerzos de purificacion
sobre la proteina de alto peso molecular. No fue posible renaturalizar
la enzima de estudio después de la electroforesis en geles SDS-PAGE.
Sin embargo con los detergentes 3-(decyldimethyl amonio) propano-
1-sulfonato y heptil-B-D-glucopirandsido observaron una banda con
actividad en zimograma, de menor peso molecular (21 kDa). Dichos
autores lograron separar dos fracciones, denominadas A y B,
asumieron que su naturaleza era de esterasa vy lipasa
respectivamente, por la afinidad a sustratos con diferente largo de
cadena. Se evaludo la actividad enzimatica de ambas muestras,
obteniendo como resultado que la fraccién A y la fraccidn B presentan
un maximo de actividad enzimatica en 30°C y pH 7.2. Supusieron
que se trataba de una subunidad del agregado y procedieron a su
identificacion. En ese caso, no se pudo identificar la proteina de alto

peso molecular por LC/MS.

3.2.5 Ensayos de biocatalisis de la enzima semipura

Se produjo un biocatalizador a partir del extracto crudo de Bacillus
pumilus GMA1 (Bermudez, 2010). Presentd actividad lipolitica con
una actividad final de 2.17 U/mg en un soporte inmovilizado. El
extracto fue capaz de llevar a cabo reacciones de acetilacion y
desacetilacion sobre diferentes flavonoides como la quercetina y la
naringina, asi como la esterificacion regioselectiva con acidos grasos

de cadena media.

3.2.6 Identificacion de la enzima

Se hizo un corte en la zona de 21 kDa y se secuencid por
espectrometria de masas. La banda de 21 kDa corresponde a la

secuencia de una peroxiredoxina YgaF [Bacillus pumilus SAFR-032].
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4.1

Capitulo IV
Disefio experimental

Material y reactivos

Acetona

Acido clorhidrico conc.,
0.1 N, 10%

Acido acético

Acrilamida 30%

Agua desionizada
Albumina estandar
Bis-Acrilamida %
Agua desionizada

Azul de bromofenol 1%
Buffer de carga para geles
nativos pH 8.3

Buffer de carga para geles
desnaturalizantes pH 8.3
Buffer concentrador pH 8.8
Buffer de fosfatos de
potasio pH 7.2 0.05 M
Buffer separador pH 6.8
Buffer Tris-HCI 0.05 M pH
8.2

Buffer Tris-HCI 0.05 M pH
7.2

Cloruro de calcio 100 mM
Cloruro de magnesio
hexahidratado 100 mM
Dodecilsulfato de sodio
(SDS) 10%

Etanol 70%

Glicerol

Glicina

o-Naftilacetato

Fast-Red

Fosfato de potasio
monobdsico 1 M

Fosfato de potasio dibasico
1M

Hidréxido de sodio 0.1 N,
1N

Isopropanol 70%

Kit para tincion con plata
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Marcador de bajo peso
molecular Fermentas
Persulfato de amonio
(APS)10%

p-Nitrofenol Sigma 1 mM,
10 mM

p-Nitrofenil acetato Sigma
1 mM

Equipos

Agitador magnético

Amicon, equipo de
ultrafiltracion

Autoclave Yamato SM300
Balanza analitica Voyager
Balanza granataria Adamson
Centrifuga Biofuge
Centrifuga Beckman J2-MC
Espectro UV-Vis Biomate
Estufa Gravity E-71 37°C

p-Nitrofenil laurato Sigma
1mM

Reactivo de Bradford
Sephacryl® S-300

TEMED Biorad

Tritdn X-100

Tris Base

Lector de microplacas Epoch
Biotek

Liofilizadora Labconco
Membrana MF-Millipore 0.22
um, 0.40 pm

Membrana 10,000 Da; 1000
Da Millipore

Potenciometro

Prep cell Model 491Bio Rad
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4.2 Metodologia

Cultivo B. pumilus GMA1

- 50°C, 100 rpm, 12 h
- Separacion por centrifugacion
- Volumen inicial 1685 mL

X

Concentracidn por liofilizacidn

A 4

- 200 mL equivalentes a 0.63 g P/mL
- Proteina (Bradford) y actividad (p-NFA, p-NFL
- Electroforesis {nativa y desnat.

Acondicionamiento de la muestra

- Proteina (Bradford)

- Actividad enzimatica {p-NFA, p-NFL
- Centrifugacion 18000 rpm, 10", 4°C
- Filtracion

Sephacry

Cromatografia de filtracion en gel

I® S-300

- Proteina (Bradford)
- Actividad enzimatica {p-NFA, p-NFL
- Electroforesis {nativa y desnat.

|

Fracciones sin

actividad

}

Fracciones con actividad

- Conc. con Amicon
1:100
- Ensayos base

Identificacion

-Conc. Amicén 1:100
-Electroforesis {nativa
-Tincién con Page-Blue

Secuenciacion
LC/MS-MS

- Acondicionamiento
\ 4

Electroforesis de elucion
Prep cell

- Ensayos base

} }

Fracciones Fracciones
con actividad sin actividad

- Conc. Amicén 1:20
- Electroforesis {nativa

Separacion
de intervalos Separacion
de actividad

similar
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4.2.1 Cuantificacion de proteina por el método de Bradford.

Microplaca

La cantidad de proteina se determind por el método de Bradford cuya
sensibilidad es de 1-100 pg (Lee & Whiteley, 2006). EIl método se
realizd en microplaca, usando el reactivo de Bradford (Biorad). El
volumen final de reaccion fue de 200 puL. La relacion entre el reactivo
de Bradford y la muestra corresponde a 1:5 respectivamente.
Después de 5 min de efectuada la reaccion se procedid a medir la
absorbancia a 595 nm en el lector de microplacas Epoch (Biotek).
Dependiendo de la cantidad de proteina presente, se realizan las
diluciones pertinentes para que la lectura de absorbancia entre en un
rango confiable de una curva de estandar, realizada con albimina

sérica.

4.2.2 Cuantificacion de actividad enzimatica cualitativa.

Microplaca

La actividad enzimatica se evidencid por medio de un ensayo
cualitativo, usando a-naftilacetato (Sigma) como sustrato y Fast Red
Salt B (Sigma) como revelador. Para preparar el sustrato, se utilizd
acetona como disolvente y buffer de fosfatos de potasio 0.05 M pH
7.2. En el revelador se utilizé Tritdn X-100 como disolvente y buffer.
Se utilizaron voliumenes de reactivos en igual proporcién con la
muestra. La reaccidon se llevd a cabo a 37°C por 15 min, y
transcurrido el tiempo se adiciond el revelador. El volumen final es de

225 ulL, por lo que se adiciond 75 ul de muestra, sustrato y revelador.
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4.2.3 Cuantificacion de actividad enzimatica cuantitativa.

Microplaca

El método usado para la cuantificacién de actividad enzimatica, es un
método espectrofotométrico (Bornscheuer et. al, 2005; Nawani,
2000). Se utilizaron sustratos del tipo ésteres de p-Nitrofenol con
acidos grasos. Después de la hidrdlisis del enlace éster, estos
sustratos liberan p-Nitrofenol, el cual es un compuesto colorido cuya
absorbancia maxima es a 410 nm (Bornscheuer et. al, 2005). Para
obtener la actividad enzimatica, se realiz6 una curva estandar en el
lector de microplacas Biotek con p-Nitrofenol (Sigma) en acetona, en

un rango de 1 mM a 10 mM.

4.2.3.1 Determinacion de actividad de esterasa con acetato

de p-nitrofenilo (p-NFA)

El acetato de p-nitrofenilo (Sigma) es un éster de cadena corta
(C<10), por Ilo que, la actividad revelada es la de wuna
carboxilesterasa y a su vez lipasa. Se pesaron aproximadamente 18
mg de sustrato y se realizaron las diluciones pertinentes para obtener
una concentracién de 0.0018 mg/uL. La mezcla de reaccion se realizo
en microplaca con un volumen final de 200 puL. La relacién extracto
enzimatico:sustrato es 1:10. Una vez iniciada la reaccion, se siguio la

cinética a 410 nm por 15 min en el lector de microplaca Epoch Biotek.

4.2.3.2 Determinacion de actividad de esterasa con laurato

de p-nitrofenilo (p-NFL)
El laurato de p-nitrofenilo (Sigma) es un éster de cadena larga

(C>10), por lo que, la actividad revelada es Unicamente de lipasa. Se

pesaron aproximadamente 32 mg de sustrato y se realizaron las
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diluciones pertinentes para obtener una concentracién de 0.0032
mg/uL, posteriormente se siguié la metodologia del ensayo con p-
NFA. Una vez iniciada la reaccion, se siguid la cinética a 410 nm por 5

min en el lector de microplaca Epoch Biotek.

4.2.3.3 Adicion de iones divalentes

La actividad enzimatica se ve favorecida a menudo por la adicidon de
iones. Se usaron soluciones de CaCl, (Baker) y MgCl, (Baker) 100
mM. Se adicionaron en los ensayos cualitativos de actividad, en

concentraciones 1% y 10% respectivamente.

4.2.4 Electroforesis

Se utilizé la técnica descrita por Laemmli (1970). Las muestras que
se sometieron a electroforesis fueron mezcladas con buffer de carga
4X. La naturaleza de dicho buffer depende del tipo de gel a usar, es
decir, para un gel desnaturalizante el buffer de carga contiene un
agente reductor como DTT 0.5 M y detergente (SDS). La muestra se
calentd a 95°C por 5 min, en el caso de geles nativos no se adiciona
agente reductor ni detergente. Se usé un marcador de peso
molecular de proteinas (Fermentas), cuyo rango esta entre 116 y 14
kDa. La electroforesis se llevo a cabo en 3 h en una camara de
electroforesis Miniprotean II BioRad, inicialmente a 72 V; una vez que

pasO la fase concentradora, el voltaje se aumenté a 92 V.

4.2.4.1 Preparacion de geles de electroforesis

Geles desnaturalizantes y Nativos

Los geles para electroforesis se prepararon al 12%, con los siguientes
reactivos: agua desionizada, solucion stock de acrilamida, buffer
concentrador pH 8.8, buffer separador pH 6.8, APS 10%,
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TEMED (Biorad), de acuerdo a la técnica descrita por Laemmli (1970).
En el caso de geles desnaturalizantes se le adiciona SDS (Biorad) al

10%, y para geles nativos se sustituye por agua desionizada.

4.2.4.2 Precipitacion con acido tricloroacético

Acondicionamiento

Para muestras destinadas a geles desnaturalizantes, se precipitd una
cantidad de proteina con TCA (Baker) 100% (p/v) en una relacién
1:10 (TCA:muestra). Posteriormente se realizaron dos lavados con
acetona, la proteina precipitada se resuspendid en la solucion

amortiguadora de carga 4X y se calenté a 95°C por 5 min.

4.2.4.3 Tincién con plata

Maxima sensibilidad y rapidez

El perfil de proteina de las muestras de cada etapa, se evidencid con
la técnica de tincidn con plata. Se siguid el protocolo del proveedor
del kit para tinciéon con plata de Fermentas (PAGE Silver™ Silver

Staining kit). Se usaron dos variantes de dicho protocolo: maxima

sensibilidad (SensitiveProtocol™) y maxima rapidez
(QuickProtocol™).
4.2.4.4 Renaturalizacion enzimatica

Después de la electoforesis en gel desnaturalizante, las muestras se
renaturalizaron para observar actividad en gel. Se sumergid el gel
primero en buffer de fosfatos de potasio 0.05 M pH 7.2, durante 15
minutos, posteriormente en Triton X-100 al 5% en el mismo buffer
por 15 min y finalmente en Tritdn X-100 al 0.05% en el buffer de
fosfatos por 24 h.
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4.2.4.5 Revelado de actividad enzimatica en geles

Se incubaron los geles en una mezcla de reaccion similar a la usada
en el ensayo de actividad enzimatica cualitativo. En el caso de geles
nativos, se reveld la actividad una vez que salieron de la
electroforesis, y en el caso de geles desnaturalizantes, se realizo

después de la renaturalizacion.

4.2.5 Purificacion

4.2.5.1 Acondicionamiento de la muestra

Se pesaron 50 g de los liofilizados de extracto crudo y se disolvieron
en buffer de fosfatos de potasio 0.05 M pH 7.2, volumen que se llevo
a 500 mL (Sol I). Se tomd una alicuota de 250 mL de esta solucion y
nuevamente se llevd a un volumen de 500 mL (Sol. II). La Sol II
contiene aproximadamente 1 mg de proteina/mL, concentracidn

requerida para la columna de filtracion en gel.

4.2.5.2 Filtracion en gel. Sephacryl S-300®

Una vez que se acondiciond la muestra, se centrifugd a 18000
rpm/10 min/4°C y se filtré a través de una membrana Millipore de
0.22 uL con el propdsito de clarificarla. La columna que se utilizé es
una columna preparativa Sephacryl S-300®. EL volumen de muestra
inyectado fue de 10 mL por corrida. La muestra se inyectd con un
flujo de 1 mL/min y una velocidad en el colector de 5 mL/ tubo.

Obteniendo en promedio 80 tubos con 5 ml cada uno, por corrida.
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4.2.5.3 Concentracion por ultrafiltracion en Amicon® de

las fracciones elegidas

La actividad de carboxilesterasa fue evaluada cualitativamente para
cada una de las fracciones de cada corrida. Aquéllas con actividad
enzimatica representativa, se juntaron para obtener un volumen final
de 900 mL. Este volumen se dividié en 3 lotes de aproximadamente
300 mL cada uno. Posteriormente la muestra se ultrafiltré en
Amicon® usando una membrana de 10 kDa y un factor de
concentracion 1:100. Se utilizaron los 2 primeros lotes para la

electroforesis de elucion.

4.2.5.4 Liofilizacion

Después de la etapa de filtracién en gel, para garantizar la estabilidad
de algunas muestras, se liofiliz6 una fracciéon con la liofilizadora
(Labconco). Previamente se congeld la muestra con etanol y hielo
seco y se mantuvo 24 h a -70°C, posteriormente se liofilizd durante
aproximadamente 7 h. El residuo obtenido se resuspendié en buffer
de fosfatos de potasio 0.05 M pH 7.2.

4.2.5.5 Electroforesis de elucion. Prepcell

La electroforesis de elucion se probd con 3 diferentes condiciones,

enlistadas a continuacién (Tabla 11):

Tabla 11. Condiciones de electroforesis de elucion

. . . . .z Vol.
Tlgzlde Acnl;;mda pH Cent{ggggcmn inyectado
mL
_ 7.5 8.2 Si 1
Nativo 12 7.2 Si 1.2
12 7.2 No 1.2

52



Purificacion e identificacion de enzimas de Bacillus pumilus GMA 1
con potencial en biocatalisis

4.2.5.6 Acondicionamiento de la muestra

Una vez identificadas las fracciones que tenian actividad enzimatica,
después de la cromatografia de filtracién en gel, se concentrd la
muestra con ultrafiltracion en Amicon® usando una membrana de 10
kDa y un factor de concentracion de 1:100. Posteriormente se utilizo
una membrana de 1 kDa para reducir el volumen anterior

aproximadamente a 1 mL.

4.2.5.7 Concentracion con Amicon® de las fracciones

elegidas

Después de la electroforesis de elucion, se obtuvieron 3 corridas con
aproximadamente 90 tubos cada una en promedio con 5 mL cada uno
de ellos. Se realizaron los ensayos base (Bradford y actividad
cuantitativa), para detectar zonas de posible presencia de la enzima
de interés. Se verificaron sus perfiles de proteina en geles SDS-PAGE
y se concentraron dichas zonas por ultrafiltracion en Amicon® con
una membrana de 10 kDa y aproximadamente un factor de

concentracion de 1:20.

4.2.6 Secuenciacion

4.2.6.1 Preparacion de geles nativos para secuenciacion

Se usaron geles nativos al 12% de acrilamida para la secuenciacion
de las bandas de interés, la realizacidén de éstos se hizé conforme a lo
descrito en el punto 4.2.4.1. Cada solucion se preparé con agua
grado Milli-Q.
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4.2.6.2 Identificacion de la proteina por espectrofotometria de

masas

Se cortaron las bandas correspondientes a las actividades presentes
en el gel nativo de secuenciacién. Las muestras se almacenaron a
-20°C hasta su envio al Instituto de Biotecnologia-UNAM, donde se
llevd a cabo un analisis espectrométrico por LC-MS/MS para la
identificacion de la proteina. La muestra fue digerida “in gel” con
tripsina y los péptidos resultantes se aplicaron en un sistema LC-MS
constituido de un cromatégrafo liquido de micro-flujo Accela
(Thermo-Ficher Co. San Jose, CA) con "“spliter” (1/20) y un
espectrometro de masas LTQ-Orbitrap Velos (Thermo-Ficher Co.) con
sistema de ionizacion tipo nano-electrospray (ESI). Para la
fragmentacion de los péptidos se utilizd los métodos de CID
(Collision-Induced Dissociation) y HCD (High-energy Collision
Dissociation). Fueron seleccionados iones con carga 2 y 3% para
estos eventos de fragmentacidén. Se descartaron los iones con carga
superiores a 4" y de cargas indefinidas. Todos los espectros fueron
adquiridos en modo de deteccion positivo. Durante la captura
automatica de los datos se utilizdé la exclusiéon dinamica de iones, con
un tiempo de exclusidon de 60 segundos. Los datos espectrométricos
fueron sometidos a la busqueda contra la base de datos del NBCInr a

través del programa Matrix Science (Mascot Search Result).

4.2.7 Peroxidasas. Ensayos de actividad
4.2.7.1 Peroxidasas. Actividad cualitativa

Las muestras que tenian actividad sobre el sustrato p-NFA y la
muestra acondicionada para la filtracion en gel, se sometieron a un
ensayo de actividad cualitativa de peroxidasa. Se emplearon como

sustratos guayacol y bencidina. El ensayo consiste en la adicién de la
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enzima, buffer de fosfatos pH 7, el sustrato y finalmente H,0,. La
prueba se considera positiva si se desarrolla coloracién rojiza en el
caso de la oxidacién del guayacol y azul en el caso de la bencidina.
Para observar un cambio diferenciable, las mezclas de reaccidén se

incubaron a 37°C durante 1 h.

4.2.7.2 Peroxiredoxinas. Actividad cualitativa

El extracto crudo, acondicionado para la filtracion en gel, se sometid
a un ensayo de redox cualitativo. La muestra se pre-incubé 30 min.
con DTT (agente reductor) y posteriormente se adicioné H,0, 50 uM y
se incubé 30 minutos. Finalmente se adicionaron sulfato férrico
amonico y tiocionato de potasio. La reaccidén se considera positiva si

se observa una coloracidn roja [Fe(SCN)(H,0)s]**.
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Capitulo V
Resultados y discusion

5.1 Obtencion del extracto enzimatico

Se prepard un extracto crudo (EC) a partir de un cultivo de la cepa
de Bacillus pumilus GMA1 en medio optimizado (Ibafiez, 2007). En el
extracto se encuentran enzimas con actividad de esterasa de acidos
carboxilicos. El extracto crudo fue liofilizado para su almacenamiento.

Se verificé la actividad enzimatica y cantidad de proteina del
extracto liofilizado,para calcular la actividad especifica de las enzimas
de interés. El extracto crudo tiene 53.03 mgprotena /MLy  0.844
U/mL. Su perfil proteinico en geles nativos y desnaturalizantes se

muestra en la Fig. 13.
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Figura 13. Perfil de proteinas del extracto
crudo (EC) en gel SDS-PAGE. Panel A.
Tincion con plata; carril (1) Marcador LW;
carril (2) EC y panel B, carril (3)
zimograma EC tincién de actividad de
esterasa con a-naftil acetato como
sustrato. Las flechas indican las bandas de

A B

(1) ——(2)

$

Figura 14. Perfil de proteinas del extracto
crudo (EC) en gel nativo. Panel A. Tincion
con plata; carril (1) EC y panel B, carril 2
(EC) zimograma, tincion de actividad de
esterasa con a—naftil acetato como
sustrato. Las flechas indican las bandas de
interés.

de interés.

En la Fig. 13, panel A,se puede observar que el EC posee un
perfil de proteina complejo, sin embargo, en zimograma al
renaturalizar la muestra se observa una uUnica banda con actividad de
esterasa (fig. 13, panel B), cuyo peso molecular esta por encima de
116 kDa. Puede tratarse de un agregado con un peso aproximado de
150 kDa (Alvarez & Galindo, 2009). De la misma forma se realizé un
gel nativo, que se muestra en la Fig. 14 (panel A) y en donde se
observa un perfil proteinico similar, en este caso se encuentran 2
bandas con diferente peso molecular que muestran actividad de
esterasa (panel B).

De acuerdo a la informacién disponible en banco de datos, se
sabe que de las 24 enzimas con actividad de carboxilesterasa
codificadas en el genoma de Bacillus pumilus, ninguna excede 67 kDa
y ninguna es menor a 26 kDa (GenBank & Swiss Protein Sequence
Database, 2009; Alvarez & Galindo, 2009) por lo que la actividad
revelada en el gel SDS-PAGE se puede deber a un agregado. La
formacion de un agregado enzimatico se puede dar por las
interacciones hidrofébicas caracteristicas de una enzima con varias

regiones hidrofdbicas.
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5.2 Cromatografia de filtracion en gel

No todas las proteinas presentes en el extracto crudo son
responsables de la actividad de carboxilesterasa, como se observéd
por zimografia. Para poder identificar por secuenciacion las
actividades de interés observadas anteriormente, se sometid Ila
muestra a un proceso de purificacién. La cromatografia de filtracion
en gel permite la separacidon de las moléculas de acuerdo a su peso
molécula y la actividad enzimatica se debe monitorear con un método
de deteccion de actividad enzimatica.

Después de inyectar la muestra a la columna, se graficd la
distribucion de proteina en cada una de las fracciones eluidas (Fig.
15), Se graficaron las corridas que muestran el comportamiento
general de la muestra después de haber sido sometida a filtracidon en
gel. En total se realizaron 20 inyecciones y en cada corrida, se
obtuvieron en promedio 90 fracciones, por lo que se analizaron 1800.
Se encontrd que en cada corrida, eran por lo general las fracciones
38-55 las que poseian actividad enzimatica y se reunieron en una
sola muestra. En algunas corridas se observa un desplazamiento con
respecto a la distribucién de proteina, debido a la variabilidad en el

flujo de la muestra dentro de la columna.
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Figura 15. Cromatograma del extracto crudo después de haber sido inyectado en una
columna Sephacryl S-300. En promedio las fracciones 38-55 poseen actividad enzimatica
(ensayo con a-naftilacetato), se muestran entre paréntesis.
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5.3 Ultrafiltracion con Amicon de EC-FG

Las fracciones recolectadas que presentaron actividad enzimatica,
provenientes de la filtracién en gel (EC-FG) sumaron en total un
volumen de 900 mL, por tanto la enzima se encuentra diluida. Se
concentré utilizando una membrana de 10 kDa que permitiera
eliminar las fracciones de bajo peso molecular y sales. El perfil
proteinico en el gel SDS-PAGE no muestra una purificacidon, ya que
estan presentes casi todas las bandas, pero si se enriquecen las que
estan en la regién entre 30 y 50 kDa. Los zimogramas del panel B de
la figura 16 muestran en los dos casos bandas de alto peso molecular

con actividad.
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Figura 16. Perfil de proteinas en gel SDS-PAGE de EC y EC-FG concentrado 10x. Panel A.
Tincion con plata; carril (1) Marcador LW; (2) EC; (3) EC-FGy panel B, tincidon de actividad
de esterasa; (4) EC; (5) EC-FG. Las flechas indican las bandas de interés.

En gel nativo, la muestra EC-FG presenta una actividad adicional
a las que se observaban anteriormente en el EC (Fig. 17). Esta
actividad indica que en el EC se encuentra otra enzima con actividad
de carboxilesterasa. El factor de concentracion es responsable de
dicha manifestacién, debido a que posiblemente esta enzima se
encuentre en menor cantidad en comparacion con las reveladas
originalmente en el EC.

La misma situacién se presenta al someter nuevamente la

muestra EC-FG a ultrafiltracion con un factor de concentracion final
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de 100 veces. En la Fig. 18 se observa la presencia de otra actividad,

sumando en total 4 bandas de actividad.

il) '

Fig. 17. Gel nativo. Panel A. Tincion con
plata; carril (1) EC vy tincidn de actividad
de esterasa con a-naftil acetato como
sustrato; carril (2) EC y panel B, carril (3)
EC-FG conc. 10x; (4) EC-FG conc. 10x.

)

Fig. 18. Gel nativo. Panel A. Tincion con
plata; carril (1) EC-FG conc. 100x y panel
B, tincion de actividad de esterasa con a-
naftil acetato como sustrato; carril (2) EC-
FG conc. 100x. Las flechas indican las
bandas de interés

Las flechas indican las bandas de interés

5.4 Electroforesis de elucion

Para seguir con la purificacion de la muestra, se utilizd6 la
electroforesis de elucién para separar las diferentes enzimas con
actividad de carboxilesterasa, por medio de la diferencia en pesos
moleculares. Se realizaron 3 electroforesis con diferentes condiciones
(Tabla 11), hasta encontrarse las mejores En cada condicién se
obtuvieron 80 fracciones en promedio. En total se caracterizaron 273
fracciones eluidas. El perfil de proteina y actividad enzimatica de las
fracciones de cada una de las condiciones de la tabla 13 se muestra
en el Apéndice 8.3.

En la condicién A, el ensayo de actividad de esterasa se ve
interferido por la alcalinidad del pH, por tanto el sustrato se hidroliza
espontaneamente en el mismo medio; sin embargo, se logra observar
un cambio medible de actividad enzimatica. En consecuencia, en
condiciones posteriores se utilizd pH neutro para evitar la hidrdlisis
del sustrato debida al medio.
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En el caso de la condicion B, el tamano de poro es mas pequeiio,
debido al incremento del % de acrilamida, por lo que la distribucién
de proteina cambia, la resolucion entre picos aumenta. La desventaja
de esta condicidn esta dada por la centrifugacién, ya que en el pellet
se pierde proteina insoluble con actividad. Se observé que la muestra
pierde actividad por la centrifugacién antes de someterla al proceso
de electroelucion. En el pellet se detectd actividad importante,
empleando métodos cualitativos- Esto se puede deber a la
insolubilidad de las enzimas con actividad de carboxilesterasa
presentes en EC-FG. El perfil de proteina se observa en la Fig. 19, y
es similar al que presenta la muestra concentrada, destinada a la
electroforesis de elucidn. La centrifugacién retira la proteina insoluble
de la muestra EC-FG, por lo que cuando la muestra se inyecta a
electroelucion soélo entra la fracciéon soluble, de ahi las bajas
concentraciones de proteina en las condiciones A y B usadas para
electroelucidon. Después de este anadlisis se inyectd la muestra sin
centrifugar (condicion C de electroelucion).

A B

116
662

45

35

25

18.4

144

Fig. 19. Panel A. Gel SDS-PAGE. Tincién con plata, carril (1) Marcador LW; carril (2) pellet
(muestra centrifugada); y panel B. Gel nativo. Tincidn con plata, carril (1) pellet (muestra
centrifugada).
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Con respecto a la condicion C, se tienen las mismas ventajas
mencionadas anteriormente, y a diferencia de la condicion B, la
muestra no se centrifugd para evitar la pérdida de enzima insoluble.

En la Fig. 20 se muestra el cuantificacién de proteina de las
fracciones eluidas con la condicion C. Se observa una amplia
distribucion de proteina en toda la corrida. En la Fig. 21 se muestra el
cromatograma de actividad enzimatica, donde se pueden observar

picos similares en un diferente intervalo de fracciones.

Electroforésis de elucion. Condicion C
Distribucion de proteina

e
o ~ &
\ \ 1

Cantidad de proteina (pg/mL)
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T T T T Y T T T T T T 1

0O 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80
No. Fraccion eluida

Fig. 20. Cromatograma de distribucidén de proteina de la condicién C
(Método de Bradford en microplaca)

Electroforésis de elucion. Perfil de actividad
enzimatica, usando como sustrato p-NFA

. .

Condicion C
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Fig. 21. Cromatograma de actividad enzimatica de la condicion C
(Método cuantitativo en microplaca; sustrato p-NFA)
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En cada fraccion eluida de las diferentes condiciones la cantidad
de proteina es muy baja, pues los niveles cuantificados estan en un
rango de 0-25 pg/mL. En el caso de la condicién C, de 0-14 ug/mL.

Cada condicién se caracterizd, y las fracciones con actividad
enzimatica destacada se sometieron directamente a gel SDS-PAGE
para observar su perfil de proteina. Solo se pudo observar el perfil de
proteina de las primeras fracciones de la condicién C (Fig. 22).

La electroforesis de elucién es mas eficiente como proceso de
purificacion (Fig. 20), pues se pudieron separar diferentes grupos de
proteinas con peso similar a partir del patron complejo que
presentaba la muestra EC-FG. Se puede decir que tras esta etapa la
muestra se encuentra semipura.

En la Fig. 22 también se observan bandas constantes en la
region de 50-70 kDa. Estas bandas estdn presentes en todas la
fracciones eluidas por el método. Pudiera tratarse de contaminacion
con queratina de la piel debido a la manipulacién de la muestra o por

parte del equipo.

Figura 22. Perfil de proteinas después de electroforesis de elucidon en gel SDS-PAGE.
Tincidn con plata, primeras fracciones con actividad de esterasa eluidas con la condicion C.
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Figura 23. Electroforesis de elucidn. Fracciones con actividad enzimatica. Sustratos p-NFA
(esterasa) y p-NFL (lipasa).

Las fracciones con actividad destacada de cada condicién son las
gue se observan en la Fig. 23. Las fracciones A.22, A.53, A.57, B.36,
B.78 tienen actividad similar sobre los sustratos p-NFA y p-NFL, por
lo que en éstas se encuentra una posible actividad de lipasa, ya que
una enzima de este tipo también puede catalizar preferentemente la
hidrélisis de un éster de cadena larga y a la vez sustratos con cadena
corta (A.22, A.53, A.57) 6 no existe una diferencia marcada entre
ambas actividades (B.36, B.78).

Las fracciones restantes de la Fig. 23, tienen actividad
mayoritariamente de carboxilesterasa, se destacan las muestras C.33
y C.40. En la Fig. 24, se puede observar la actividad especifica de

cada fraccion de la Fig. 23.
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Figura 24. Electroforesis de elucién. Separacion de fracciones con diferente actividad
enzimatica

Con la cantidad de proteina y la actividad de cada una de las
fracciones caracterizadas, se obtuvo el cromatograma de actividad
especifica de cada condicién (Apéndice 8.3).

En la Fig. 25 se muestra el cromatograma de actividad
especifica de la condicion C. Destacan picos denominados E y N, pero
también se observan intervalos donde las fracciones tiene un perfil

similar, tal es el caso de intervalo conformado por los picos H,I,],K.
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Figura 25. Cromatograma de actividad especifica de la condiciéon C

Se agruparon intervalos de fracciones con actividad especifica
similar. En la Fig. 25 se muestran 6 intervalos. Se formdé un “pool”
con cada uno y se ulltrafiltraron con una membrana de 10 kDa
proteina y en promedio el factor de concentracién es de 13.5 veces.

En gel nativo se observa el perfil proteinico de dos grupos de
fracciones, pero solo se revela la actividad de un probable agregado
(Fig. 26), que corresponde al intervalo de actividad especifico V,
observado en el cromatograma de la condicidon C. El perfil proteico de
bajo peso molecular observado en carril 2 de panel A corresponde al

intervalo de actividad especifica II del mismo cromatograma.
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Figura 26. Panel A. Perfil de proteinas en gel SDS-PAGE después de la electroelucion.
Tincion con plata, carril (1) Marcador LW vy carril (2) perfil proteinico del intervalo V de la
condicién C. Panel B. Gel SDS-PAGE. Tincion con plata, carril (1) Marcador LW vy carril (2)
perfil proteinico del intervalo II de la condiciéon C. Panel C. Gel nativo. Tincidn con plata,

carril (1) perfil proteinico del intervalo V de la condicion C; carril (2) perfil proteinico del
intervalo II de la condicion C y tincion de actividad de esterasa con a—naftil acetato como

sustrato en carril (3) intervalo V de la condicion C. Las flechas indican las bandas de interés

El proceso de purificaciéon separd fracciones con actividades y
pesos moleculares diferentes, sin embargo, la cantidad de proteina es

insuficiente para una posterior identificacién via espectrometria de

Mmasas.

5.5 Monitoreo de actividad enzimatica.

Se cuantificd la cantidad de proteina y actividad de cada una de
las etapas del proceso de purificacion de carboxilesterasas. Cada paso
debe ser monitoreado para evaluar el rendimiento en la purificacion,
pureza y actividad especifica de cada fraccion obtenida.

En la Fig. 27 se presenta el aspecto del ensayo enzimatico
cualitativo que presentaban las fracciones obtenidas de cada etapa,
desde el acondicionamiento de EC (2) hasta el aislamiento vy

concentracion del intervalo de fracciones de electrolelucion con
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actividad especifica similar (6-7). Al final de la concentracién se
observa un incremento importante en la actividad cualitativa. Estos

datos se cuantificaron espectrofotométricamente (Tabla 12 y 13).

1) &) ©) 4 ®) (6) @

Figura 27. Monitoreo de actividad enzimatica. Ensayo de actividad cuantitativa, usando p-

NFA como sustrato. Micropozo (1) blanco, autohidrdlisis del sustrato; (2) Acondicionamiento

0.63 g P/mL; (3) muestra después de Filtracion en gel; (4) EC-FG concentrada 10 veces; (5)

EC-FG concentrada 100 veces; (6) intervalo II de condicion C y (7) intervalo V de condicién
C.

Con respecto al rendimiento del proceso, se obtuvo un
rendimiento muy bajo (0.020% vy 0.040%) debido a la baja cantidad
de proteina en los intervalos concentrados, sin embargo, el factor de
purificacién indica una elevada pureza con respecto a las enzimas
presentes en EC. En el caso de la actividad de carboxilesterasa se
obtuvieron como factores de purificacién 25.82 y 76.50. Con respecto
a actividad de lipasa se obtuvieron 3.11 y 9.40, esto indica que la

enzima purificada presenta una actividad de carboxilesterasa.
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5.5.1 Monitoreo de actividad enzimatica. Tabla

Tabla 12. Monitoreo de actividad enzimatica. Caracterizacion del proceso de purificacion. Ensayo de actividad cuantitativa usando p-NFA como sustrato

mL |pug P/mL | mgP/mL|{U/mL | U/mL; | MgP;| U/mgP |[R(%)| F

Acondicionamiento 0.63 g P/mL 200 638,76 0,6388 | 106,5 |21300,0(127,75| 166,72 | 100,00 | 1,00
1° Columna (FG) 600 11,63 0,0116 | 10,86 [6518,88| 6,98 934,20 5,46 5,60
Concentrado 10 veces 60 134,2 0,1342 | 56,72 |3403,20| 8,05 422,65 6,30 2,54
Concentrado 100 veces 1,2 468,7 0,4687 |100,00| 120,00 | 0,56 213,36 0,44 1,28
Zona 1L 2 | 2574 | 0,0257 |110,81| 221,61 | 0,05 | 4304,83 | 0,040 | 25,82
Condicion C
Zona V.

. as 2 12,60 0,0126 |160,63| 321,26 | 0,03 |12753,53| 0,020 | 76,50
Condicion C

Tabla 13. Monitoreo de actividad enzimatica. Caracterizacion del proceso de purificacion. Ensayo de actividad cuantitativa usando p-NFL como sustrato

mL |pg P/mL mgP/mL| U/mL | U/mL;y | MgP; | U/mgP |R (%) F

Acondicionamiento 0.63 g P/mL 200 638,76 0,6388 97,31 |19462,21| 127,76 | 152,33 |100,00| 1,00
1° Columna (FG) 600 11,63 0,0116 15,42 | 9253,73 6,98 1326,13 | 5,46 | 8,71
Concentrado 10 veces 60 134,2 0,1342 16,03 961,62 8,05 119,43 6,30 | 0,78
Concentrado 100 veces 1,2 468,7 0,4687 | 169,15 | 202,99 0,56 360,90 0,44 | 2,37
Zona II. 2 25,74 0,0257 12,20 24,41 0,05 474,11 | 0,040 | 3,11
Condicion C

Zona V. 2 12,60 0,0126 18,04 36,08 0,03 1432,19 | 0,020 | 9,40
Condicion C

P: proteina; P;: proteina total; U: actividad volumétrica (umol p-NFR/min); Us: actividad volumétrica total; R: rendimiento; F: factor de purificacion
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5.6 Actividad enzimatica residual. Eluatos

Se sabe que durante la ultrafiltracién con Amicon se pierde una
cantidad importante de actividad, debido a que el eluato
correspondiente da positivo con el ensayo cualitativo de actividad. En
este paso se utilizé una membrana con un limite de 10 kDa. El eluato
de la concentracion de la muestra EC-FG presentd actividad
cuantitativa (Tabla 14). En la concentracién de la muestra EC-FG se
pierden 810 Uesterasa/ML Yy 2410.88 Ujipasa/ML de las originales 6518.88
Uesterasa/ ML Y 9253.73 Ujipasa/ML. La pérdida de enzima se ve reflejada
en los rendimientos.

En gel SDS-PAGE aparece una banda por debajo de 25 kDa,
posiblemente se trate de la enzima de interés de 21 kDa (Fig. 28). La
actividad en gel no se pudo recuperar.

Se concentré al eluato 10 veces mas con una membrana de 1
kDa. Su perfil proteinico se encuentra en la Fig. 29. Se confirma una
banda con el peso molecular esperado, pero no se recupero actividad.

El eluato es una muestra que facilmente pierde actividad.

o @

Figura 28. Gel SDS-PAGE. Tincion con Figura 29. Gel SDS-PAGE. Tinciéon con
plata, carril (1) Marcador LW; (2) Eluato plata, carril (1) Marcador LW; (2) Eluato
de la concentracion de EC-FG. La flecha de la concentraciéon de EC-FG concentrado
indica la posible presencia de la enzima en 10 veces con una membrana de 1 kDa. La
la region de interés (21 kDa) flecha indica la posible presencia de la

enzima en la regién de interés (21 kDa)
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Tabla 14. Caracterizacion del eluato de la muestra EC-FG. Sustratos p-NFA y p-NFL

Vol. ~ ugP/ mgP ,\, | U/mL mgP; U/mgP

mL mL /mL
p-NFA
Eluato [10 kDa] 320 9,98 0,010 2,58 824,00 3,19 258,02
Eluato [1 kDa] 70 41,78 0,042 4,66 325,99 2,92 111,46
p-NFL
Eluato [10 kDa] 320 9,98 0,010 7,53 2410,88 3,19 754,91
Eluato [1 kDa] 70 41,78 0,042 6,68 467,67 2,92 159,91

5.7 Identificacion

La muestra EC-FG se utilizd para la secuenciacidon de las enzimas de
interés dado que no se alcanzd la concentracidén necesaria de proteina
después de la electroelucion. Se utilizd simultdneamente otra
muestra EC-FG-2, perteneciente al lote que almacend el grupo de
trabajo. Ambas muestras comparten el mismo perfil de proteina
después de la tincion con Page Blue (Fermentas). Finalmente se
observan 2 actividades en gel nativo, sin embargo la muestra EC-FG
presenta una actividad mayor en un peso molecular alto y en la
muestra EC-FG-2, la mejor actividad se presenta en la banda de

menor peso molecular (Fig. 30).

(€ @ (4) o @ ©) (6) @

Fig. 31. Gel nativo. Panel A. tincién con

Fig. 30. Gel nativo. Panel A. Tincién con
g plata, carril (1) EC-FG; carril (2) EC-FG-2.

Page-Blue; carril (1) EC-FG-2 y tincién de L / ]
actividad de esterasa con a-naftil acetato Panel B. Tincion con Page-Blue; carril (3-
como sustrato, carril (2) EC-FG-2. Panel 6) EC-FG-(A). Panel C. Tincion de
B. Tincién con Page Blue; carril (3) EC-FG actividad de esterasa con a-naftil acetato

y tincion de actividad, carril (4) EC-FG como  sustrato, carril - (7)  EC-FG-2.
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De acuerdo al perfil de proteina de la muestra EC-FG-2, se
observa una concentracién mayor con respecto a la de la muestra EC-
FG. La actividad de peso molecular alto puede deberse a la
agregaciéon de una enzima. En el genoma de Bacillus pumilus no
existen reportes de esterasas o lipasas de este peso molecular.

Se realizd un gel nativo para cortar y secuenciar las proteinas
que mostraban actividad en el zimograma. En el gel se revelaron 3
actividades de diferente peso molecular (Fig. 31), las cuales se
mandaron a identificacion por LC/MS-MS al Instituto de Biotecnologia
UNAM .

5.8 Identificacion por espectrometria de masas

La identificacién de proteinas se realiz6 por LC/MS-MS
(cromatografia liquida acoplada a espectrometros de masas capaces
de producir espectros en tandem) permitié detectar varios péptidos.

En el caso de la enzima de bajo peso molecular, cuya secuencia
se muestra en la figura 32, corresponde sorprendentemente a la
peroxiredoxina YkuU de B. pumilus (EC 1.11.1.15), con un peso de
20.6 kDa.

1 MAERFVGKQA PRFEMEAVLA NKEFGKVSLE ENMKNDKWTV LEFYPMDETE

51 VCPTEITAMS DRYDEFEDLD AEIIGVSTDT IHTHLAWINT DRKDNGLGEL
101 KYPLAADTNH TVSREYGVLI EEEGIALRGL FIINPEGELQ YQTVEFHNNIG
151 RDVDETLRVL QALQTGGLCP ANWKPGQOKTL

Figura 32. Secuencia de peroxiredoxina YkuU Peroxiredoxin YkuU
[Bacillus pumilus SAFR-032]

Alvarez y Galindo (2009), siguiendo, como en este caso, un
procedimiento de purificacién de esterasas, identificaron la presencia
de la peroxiredoxina YgaF, que presenta una equivalencia a la YkU en
los aminoacidos 60-80. En aquel momento, consideraron que el

resultado podria deberse a un error de metodologia y debia
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verificarse, dado que no se espera que este tipo de enzimas rompan
enlaces éster, razén por la que se llevé a cabo el presente trabajo. En
este caso, trabajando con cantidades mayores de enzima, y tras
repetirse el resultado en cuanto a tipo de enzima, se decidié explorar
la posibilidad de que este tipo de enzimas pueda degradar enlaces
éster, considerando el creciente nUmero de casos en los que se ha
demostrado promiscuidad enzimatica.

[— & % o % > X % B

Ykull HAERFYGKOAPRFEHEAYLANKEFGKYSLEENHKNDKHTYLFFYPHDF TFYCPTEITAHSORYDEFEDLDAETTGYSTOTIHTHLAHINTORKDHGL GELKYPLARDTHHTYSREYGYL TEEEGTALRGL
YgaF  HTIEVGOOYPEIE----LTGDHGEKYKLSDF--KGKHIYLYFYPKDHTPGCTTEACDFRORHOSFAELDAVIIGYSPDS0DKHOKFKEKHDLPFLLLYDDEOKLSEAFGYHKLKKNFGKEYHGIE-RST

131 140 150 160 170 180

| |
Ykull FITHPEGELOYOTYFHHNIGRDYDETLRYLOALATGGLCPANHKPGAKTL
YgaF FLINKEGTLYKEMR-KYKYKDHYEEALEELKAHA

Figura 33. Alineamiento de secuencia de la peroxiredoxina YkuU con la peroxiredoxina YgaF
obtenida anteriormente en el grupo de trabajo

La banda observada por arriba de la enzima de menor peso
molecular no se pudo identificar y la actividad observada en mayor
peso corresponde a péptidos de 3 diferentes enzimas (seccidn
5.1.10).

5.9 Peroxiredoxinas y promiscuidad de enzimas

Las peroxiredoxinas (Prxs) son una amplia familia de enzimas
antioxidantes, protegen a la célula contra peroxidos, e
hidroperdxidos organicos. Sus funciones se deben al grupo tiol -SH
conservado por la cisteina (Lu Jie et. Al, 2008). Los mismos autores
sefialan que la produccién de peroxiredoxinas en el medio de cultivo
se da como respuesta stress oxidativo. En el presente trabajo, el
microorganismo se cultivd a alta temperatura de incubacién (50°C),
lo que también podria producir una condicién de stress.

Las peroxiredoxinas, actian en dos etapas. En la primera se
realiza una ruptura de enlace para dar paso a la formacidon de un

producto R-OH (Fig. 34). Se puede decir que, por analogia, es en
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esta etapa donde el sustrato de naturaleza éster podria ser

hidrolizado para posteriormente producirse p-Nitrofenol (R-OH).

R R R
E: - 7y "o H—0"
) | B—H ) B
If_} “H ™ CH O—H
2 —_— g--- H b S.'r
CH, CH, |, - "
l|:H Mo, AHHz | H,fNQ CJNHE £ Hy,  ~HHz
- [ H H [
e NH HN™  “eo NH HN™ oo NH
L ) L ) L )
R i i ]
perosiredoxin peroxiredoxin peraxiredosin

Figura 34. lera etapa del mecanismo enzimatico de las peroxiredoxinas, el residuo redox de
Cys realiza un ataque nucleofilico al hidroperdxido, como resultado se da la formacion de un
intermediario reactivo denominado acido sulfenico R-SOH.

El término de promiscuidad de enzimas esta relacionado con la
evolucion catalitica de diferentes enzimas, es decir, actividades
secundarias no nativas que permiten nuevas funciones en catalisis.

Las actividades promiscuas en la mayoria de los casos, implican
el mismo sitio activo de una actividad primaria, dado el potencial de
los sitios de interaccidn y grupos reactivos.

El sitio activo de las peroxiredoxinas esta conformado por Arg,
Thr y Pro. En el caso de o/p hidrolasas, la triada catalitica esta
conformada por Ser, Hys y un residuo acido Asp 6 Glu. Cabe
mencionar que el grupo reactivo de Thr es el mismo que el de Ser y
la funcion de la Hys y Arg en ambos mecanismos enzimaticos es la
misma. Debido a estas similitudes en los grupos reactivos del sitio
activo de la peroxiredoxina identificada, se podria pensar que la
enzima identificada puede llevar a cabo la reaccion de hidrdlisis de
ésteres. De ser asi, la peroxiredoxina YkuU posee un gran potencial
biocatalitico.

Como se mencioné en el marco teoérico ya se han encontrado
enzimas con actividad promiscua de carboxilesterasa utilizando como

sustratos ésteres de a-naftilo é p-nitrofenilo con acidos grasos (Diaz-
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Rodriguez & Davis, 2011; Liu et. al, 2007). Sin embargo, no existen
reportes de peroxiredoxinas con esta actividad. Unicamente se ha
reportado una anhidrasa carbdnica con actividad de carboxilesterasa
que por evolucién dirigida se modific6 a peroxidasa (Okrasa &
Kazlauskas, 2006; Host et. al, 2006). También existen reportes de
carboxilesterasas con actividad de peroxidasa (Glasner et. al, 2007).
Con el fin de evaluar la hipdtesis de que existiteran en el
extracto enzimatico estas enzimas, se realizaron ensayos cualitativos
para evidenciar actividad. El primero es un ensayo de
peroxiredoxinas (Wassmann et. al, 1999), donde el H,0; es el agente
oxidante que propicia la formacién del complejo [Fe(SCN)(H,0)s]?*

(rojo).

g

Figura 35. Determinacion de actividad cualitativa de actividad de peroxiredoxina. (1) control
positivo H,O, 50 uM; (2) Extracto crudo acondicionado para la filtracion en gel

Las pruebas se realizaron con el extracto crudo EC. En la Fig. 35
se observa en presencia de H,0, se forma un complejo colorido. Si
en el extracto crudo (panel 2) hay peroxiredoxina, éste agente
convierte en H,0, por lo que no puede ocurrir la oxidacién de Fe?*.
y, por lo tanto, un cambio de color. Esta prueba indica que
cualitativamente se puede demostrar la presencia de peroxiredoxina.

En un segundo ensayo, se evalud la posibilidad de modificacion
de un sustrato susceptible a oxidacion y reducciéon, con un método
que permitiria cuantificar la magnitud del cambio pues puede
detectarse espectrofotométricamente. Se emplearon dos diferentes:

guayacol y bencidina. La oxidacion del guayacol se debe a la
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formacién de un complejo de color rojo. La muestra dio negativo a
esta prueba, no ocurrié oxidacién posiblemente porque el mecanismo
catalitico las peroxiredoxinas requiere un ambiente reductor.

En el caso de la bencidina se observa un cambio en las mezclas
de reaccion (Fig. 36), sin embargo para que la prueba sea positiva, la
mezcla se debe tornar de color azul, el cambio de color en la figura
35 se debe a que el complejo de bencidina no se formd ya que la
peroxiredoxina no lleva a cabo oxidaciones. Las absorbancias de cada

muestra, se encuentran en la tabla 15..

(A) (B) 1) @ O 4 ®)

)

Figura 36. Ensayo de actividad de peroxidasa usando bencidina como sustrato. (A) Control

positivo, peroxidasa de EC de brdcoli (exceso); (B) EC acondicionado para Filtracidon en gel;

(1) EC 300 pL; (2)EC 100 pL; (3) Pellet de EC-FG centrifugada; (4) intervalo V condicion C y
(5) intervalo II condicion C.

Tabla 15. Ensayo de actividad de peroxidasa. Sustrato bencidina

No. Fig. 35 Muestra Abs 450 nm
1 EC acondicionado para Filtracion en gel 1.029
2 EC acondicionado para Filtracion en gel diluido 0.456
3 Pellet de EC-FG centrifugada 0.453
4 intervalo V condiciéon C 0.387
5 intervalo II condicion C 0.396

Se puede apreciar que no existe una relacién lineal entre la
cantidad de proteina presente en cada muestra (Tabla 12) y los
valores de absorbancia. De acuerdo a estos resultados, la actividad
de oxido-reduccion podria estar presente en la muestra, sin embargo

es necesario profundizar en este estudio y realizar ensayos con
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diferentes sustratos especificos para comprobar la actividad que

sugiere la secuencia identificada.

5.10 Identificacion de la banda de alto peso molecular

Se identificaron péptidos correspondientes a banda de alto peso
molecular que presentaba actividad enzimatica y sus secuencias se
muestran en el Anexo 8.4. Se encuentra homologia con la
Poliribonucledtido nucleotidiltransferasa [Pseudomonas fluorescens
WH6] cuyo peso es 75.1 kDa vy su dimero es de 150.2 kDa. El
resultado fue obtenido con The Basic Local Alignment Search Tool
(BLAST). Ademads, la secuencia se buscé en el genoma de Bacillus
pumilus (Fig. 37). Al parecer esta enzima también posee actividad
promiscua de esterasa, debido a la similitud de la naturaleza del
enlace éster de los sustratos utilizados con la del enlace fosfodiéster
de los nucledtidos.

También se encontré homologia a una subunidad alfa de la
succinilCoA sintetasa y a un transportador ABC (Fig. 38 y 39). En
estos casos, seria mas dificil explicar la actividad promiscua de
esterasa. En el caso del transportador ABC, existen reportes de que
se requiere para la manifestacion y excrecidon de actividad esterasa
en Pseudoalteromonas (Dlugolecka et. al, 2008), y es posible que la
actividad detectada en el zimograma se deba a su asociacion con

alguna otra esterasa.
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Figura 37. Alineamiento de secuencias de la enzimas de alto peso molecular identificada por
LC/MS-MS. (Poliribonucleotido nucleotidiltransferasa [Pseudomonas fluorescens WH6]: P y
Poliribonucleotido nucleotidiltransferasa [Bacillus pumilus SAFR-032]: B)
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Figura 38. Alineamiento de secuencias de los péptidos identificados en la enzima de alto
peso molecular. La secuencia corresponde a una subunidad alfa de la succinilCoA sintetasa
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Figura 39. Alineamiento de secuencias de los péptidos identificados en la enzima de alto
peso molecular. La secuencia corresponde a un transportador ABC

Cabe sefialar que los resultados obtenidos pueden explicarse
también por las limitaciones propias del procedimiento. No se partio
de una preparacién purificada a homogeneidad, el corte de las
bandas puede incluir varias proteinas de peso molecular similar. Por
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lo tanto, se requeriria de una preparacién de mayor grado de pureza,
procedente de un nuevo protocolo de purificacion, o del aislamiento,
clonacion y expresion de los genes correspondientes para evaluar la
actividad esterasa, ademas de la propia de cada enzima.

Los resultados obtenidos ofrecen la posibilidad de emplear
nuevas enzimas en biocatdlisis. Estudios de estructura de esta
proteina, su purificacién a homogeneidad y su clonacion permitiran

explorar mejor el potencial biocatalitico de la misma.
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6.1

Capitulo VI
Conclusiones

Conclusiones

La cromatografia de filtracion en gel no fue una técnica eficiente,

para separar proteinas.

La concentracién de la muestra EC-FG permitié evidenciar la
presencia de 3 proteinas de diferente peso molecular con
actividad enzimatica sobre sustratos con éster de acidos

carboxilicos.

La ultrafiltracion con Amicon se traduce en una pérdida de
actividad enzimatica considerable. El eluato correspondiente a la
concentracidon de la muestra EC-FG present6 actividad y en su
perfil proteinico se observa la presencia de una banda con un peso
molecular por debajo de los 25 kDa, muy cercano al peso de la

enzima de interés (21 kDa).
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La electroforesis de elucion es mas eficiente en cuanto a la
separaciéon de enzimas con base en el peso molecular. Sin
embargo, la cantidad de proteina que se obtiene mediante esta

técnica es considerablemente baja.

Las fracciones A.22 (118.69 U/mL), A.53 (66.81 U/mL), A.57
(83.87 U/mL), B.36 (265.10 U/mL), B.78 (261.19 U/ mL) poseen
actividad preferentemente de lipasa y las fracciones C.33 (675.30
U/mL) y C.40 (613.90 U/mL) presentan actividad de

carboxilesterasa preferentemente.

La secuenciacion por LC/MS permitié identificar una
Peroxiredoxina YkuU de 20.6 kDa y una Poliribonucleétido
nucleotidiltransferasa de 75.1 kDa de B. pumilus, A pesar de que
el extracto crudo fue producido en un medio optimizado para la
produccién de una lipasa de 21 kDa, cuya presencia se corroboré

por actividad enzimatica en zimogramas.
Se logré demostrar la presencia de peroxiredoxina en el extracto

crudo, por lo que se puede sugerir la promiscuidad enzimatica

como explicacidon a la actividad esterasa presente en el extracto.

81



Purificacion e identificacion de enzimas de Bacillus pumilus GMA 1
con potencial en biocatalisis

6.2

Perspectivas

Evaluar protocolos de purificacién diferentes, con otras técnicas
de separacién como cromatografia hidrofébica, o modificacion de
condiciones de electroforesis de elucion para lograr una
separacion mas eficiente de enzimas y llegar a obtener una
preparaciéon purificada a homogeneidad con actividad de lipasa o

esterasa.

Clonar la peroxiredoxina de Bacillus pumilus GMA1l para su
posterior caracterizacion fisicoquimica, verificacién de su actividad

promiscua y su posible aplicacidon en reacciones quimicas.
Clonar la Poliribonucleotido nucleotidiltransferasa y determinar si

tiene actividad promiscua, o la subunidad alfa de la succinilCoA y

el transportador ABC.
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Capitulo VIII
Apéndices

8.1 Curvas de calibracion

La cuantificacién de proteina se realizé por el método de Bradford en
microplaca. Se utilizé una curva patrén de 0-10 pg de proteina, en
este caso se utilizé albumina sérica bovina (BSA) como sustancia de
referencia, las lecturas son registradas a 595 nm.

Para la determinacién de actividad enzimatica, la sustancia de
referencia fue p-Nitrofenol de 0-100 mM, las lecturas se miden a 410
nm. El ensayo fue estandarizado usando cantidades conocidas de EC

para confirmar la reproducibilidad y repetibilidad del método.

Tabla 15. Datos de las curvas de los ensayos base

Formula . .
Curva dela A B Coef|C|ent_e’ de
correlacion
curva
Bradford (BSA) Y=A*X+B 0,0285 -0,0124 0,993
p-Nitrofenol Y=A*X+B 0.00402 0.00554 0.994
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8.2 Ensayo cualitativo de actividad enzimatica.
Mecanismo

O/\H}"\‘O 1) Acetona
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0.05MpH?7.2
3) Enzima
T 4) Fast Red Salt B =
L 37°C, 15 rnin P
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Figura 36. Ensayo cualitativo, usando como sustrato y revelador a-naftilacetato y fast red
salt B respectivamente

8.3 Caracterizacion de condiciones experimentales en la
electroforesis de elucion

Tipo de . Acrilamida Centrifugacion
gel Condicion % PH 18000 rpm
_ A 7.5 8.2 Si
Nativo B 12 7.2 Si
C 12 7.2 No
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Condicion A. (1) actividad especifica-Grupos con fracciones similares; (2) Cromatograma de proteina;
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Condicion B. (1) actividad especifica-Grupos con fracciones similares; (2) Cromatograma de proteina;
(3) actividad enzimatica sobre p-NFA
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Condicion C. (1) actividad especifica-Grupos con fracciones similares; (2) Cromatograma de proteina;
(3) actividad enzimatica sobre p-NFA

A IS eapeecrtaen Lijrmag prateoms

2000 4

5000 4

JER

o

A 4

Zona No. Fracciones
1 3-18 60
11 22-24 15
II 33-42 45
v 47-50 20
v 52-57 30
VI 61-67 30
G

4
2
3
15
2
2

Yol mL VYol , mL

Il

P T
n (1)
: K
ﬁ H
H
( i L hf R
P e~
"\ J
h M

111 v v

Frarrinnas aluidas



Purificacion e identificacion de enzimas de Bacillus pumilus GMA 1
con potencial en biocatalisis

(2) -
U

M1l od % 4 oz b oS 2 M L01LINIE oS IRLE LS IFLY AU SLLS SN Nr Jb i/ N2 JUBD FL 2NFI 25 S FE AC IESFIAUAL S AF Y S dbS) 2 U0 BLSibI S sESE S SEEU EM EL b E¥ R bx Eh ks b2 BN S0 S0 SR OS2 SS SR SR S0 GBS0 2N

3)
2
E
£
E 2
:
i.

R B T B LU F N ERECEE U -

e R L I T LR L - BRI R R LRt e

[ENT S FRERTESEY

100



Purificacion e identificacion de enzimas de Bacillus pumilus GMA 1
con potencial en biocatalisis

8.4

Secuencias

Banda de bajo peso molecular

Peroxiredoxin YkuU [Bacillus pumilus SAFR-032]
Nominal mass (Mr): 20578
Calculated pI value: 4.67

1 MAERFVGKQA PRFEMEAVLA NKEFGKVSLE ENMKNDKWTV LEFYPMDETE

51 VCPTEITAMS DRYDEFEDLD AEIIGVSTDT
101 KYPLAADTNH TVSREYGVLI EEEGIALRGL FIINPEGELQ YQTVEFHNNIG
151 RDVDETLRVL QALQTGGLCP ANWKPGQKTL

IHTHLAWINT

DRKDNGLGEL

Banda de alto peso molecular

Polyribonucleotide nucleotidyltransferase
[Pseudomonas fluorescens WH6]
Nominal mass (M;): 75104
Calculated pI value: 5.20

1

51
101
151
201
251
301
351
401
451
501
551
601
651
701

MNPVIKKFQF

DPSKGFEFFPLS
PLFPEGEMNE
AARVAFHEST
OMLGAVLFAH
FGAAISDAYT
IEYRTVRENI
ALVVATLGTA
EIGHGRLARR
LMDAGVPMKA
KGVTALQMDI
ENAPTMIAMK
ETKEAAEAAR
HISMLSDARV

GQSTVTLETG

VHYQEKTYAA
VQVVCTVVST
GYLLNPTYEQ
DEFQSVINAV
ITVKADRYAR
VNGKPRIDGR
RDAQLLDTLE
SVQAMLPAAD
PVAGIAMGLV
KIKGITEEIM
IDTDKIRDVI
QORVLGITAEA
EKVTDILKEG

RIARQASGAV

GKIPGGFFKR
SKKTDPDIAA
LKASSLDMVV
KELAAEAAKP
LGELKEQVVA
DTRTVRPLNI
GEKKDPFMLH
VEPYTIRVVS
KEGEKFAILT
EIALGQALEA
GKGGATIRAI
EIGKIYVGKV
QEVEVLVLDV

LVTVDDDVTV

EGRPSEKETL
MIGTSAALAT
AGTSEAVLMV
TWAWAPQAEA
KLSGEEGQPS
EVGVLPKTHG
YNFPPESVGE
EITESNGSSS
DILGDEDHLG
RLNILGQMNQ
CEETKASIDI
ERIVDEFGAFV
DNRGRIKLST

LVTVVGAKTA

TSRLIDRPIR
SGIPEFDGPIG
ESEAKELTED
TELLGAIRSE
ASDVKAAFGE
SALFTRGETQ
CGRMGGAGRR
MASVCGASLA
DMDEFKVAGTA
IIGQSRTELS
EDDGSIKIFG
NILPGKDGLV
KDVAAAKASG
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Putative amino acid ABC transporter substrate-binding protein
[Pseudomonas fluorescens SBW25]
Nominal mass (M;): 36825
Calculated pI value: 6.47

51
101
151
201
251
301

MKVLKSTLAT

VPDASGKILG
ILSRNTTMTS
ICIQAGTTTE
KSQLFAQRSK
MLNAEEAGIT
VKQVGNYGEV

VSAAAVLGVS

IDADVCRAVA
SRDAGMGLKF
LNVSDYFRGN
LAAPKDYVVL
SKNVEAEAKS
FERNLGKSTP

GFAQAGATLD

AAVFGDATKV
PGFITYYDGI
NLKYTPITFED
PETISKEPLG
TKNPDVARLL
LETDRGLNAL

AVQKKGFVQC

KEFSQLNAKER
GFLVNNKLGV
TSDESAKSLE
PVVRNGDDEW
GADGEYGKDL
WNNGGIQYAP

Succinyl-CoA synthetase subunit alpha
[Pseudomonas fluorescens Pf-5]
Nominal mass (M;): 30324
Calculated pI value: 6.08
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MSVLINKDTK

LPVENTVKDA
PTLDMLDAKV
VSRSGTLTYE
TEAIVMIGETI
ITISGGKGTAD

VICQGITGSQ

VAATGATASV
KCDELGVTLI
AVKQTTDAGEF
GGSAEEEAAA
EKFAALQDAG

GSFHTQOAIE

IYVPAPFCKD
GPNCPGVITP
GOSTCVGIGG
YIKAHVTKPV
VKTVRSLADI

YGTKMVGGVT

SILEAAFGGI
GECKIGIMPG
DPIPGSNEID
VSYIAGVTAP
GKALAELTGW

GVSDGLPGF'S

FTALQSGEVD
KSAKELDGAT
SGRCDVLTSD
LAIVRWVGYA
KVKKDWVVQI
PVR

PGKGGTEHLG

KLIVCITEGI
HIHLPGKVGI
ILKLFQEDPK
PGKRMGHAGA
AVK
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