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Introduccioén

1. INTRODUCCION

El queso Cotija Region de Origen tiene una tradicion de mas de 400 afios, con un origen
dentro de la zona geogréfica en la Sierra limitrofe entre Jalisco y Michoacén. Es un queso
mexicano elaborado de manera artesanal con leche proveniente de ganado de doble proposito
con un tiempo minimo de 3 meses de maduracion. Es de pasta presentada, no cocida, de
textura firme, friable, con olor caracteristico y de forma cilindrica (Alvarez et. al., 2005;
NMX-F-735-COFOCALEC-2011).

Dentro del grupo de trabajo, se ha estudiado la microbiota del queso Cotija, y se han
identificado algunos microorganismos con actividad lipolitica, asi como su fuente y forma
de inoculacion a lo largo del proceso de manufactura del queso (ordefia, cuajado, salado
manual, en materia prima (leche y sal de mar en grano)). Se ha determinado que en la matriz
alimenticia existen las condiciones favorables para el desarrollo de microorganismos asi
como para su actividad enzimatica. Una de las estrategias realizadas recientemente en el
grupo de trabajo para buscar nuevas enzimas con actividad esterasa dentro de la microbiota
del queso, fue la clonacién de una coleccién de fragmentos de ADN, que de forma
representativa contienen todos los genomas microbianos, la cual es denominada biblioteca
metagendmica (Escobar, 2012; Garcia, 2011; Robles, 2014; Torres, 2016).

En el presente trabajo se estudiaron algunas de las clonas aisladas de la biblioteca
metagendmica de expresion de queso Cotija, que fueron seleccionadas por su capacidad de
hidrolizar acetato de o-naftilo y tributirina, a las cuales se le realizd su reactivacion,
conservacion y verificacion de actividad esterasa. Se realizaron pruebas cualitativas de las
fracciones intracelulares y extracelulares de cada clona identificada con actividad de esterasa,
mediante la utilizacion de acetato de a-naftilo como sustrato. Se seleccionaron dos clonas,
Est-A y Est-C, por su mayor actividad enzimatica en la fraccion intracelular. En ensayos de
electroforesis y zimografia cada clona seleccionada presenté actividad en 4 bandas de
proteinas, con pesos de 44.9 KDa, 37.1 KDa, 35.0 KDa y 27.8 KDa para la clona Est-A y de
44.7 KDa, 38.0 KDa, 35.8 KDa y 28.4 KDa para la clona Est-C.
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Cada fraccion intracelular de las clonas seleccionadas, se le evalué bioguimicamente la
actividad enzimatica, en términos de especificidad por sustratos (con ésteres de p-nitrofenilo
(C2- C16) como sustratos), pH optimo (pH 6 - pH 9) y temperatura éptima (25°C, 30°C,
40°C y 50°C). Teniendo una actividad especifica de 3.26x107 + 1.55x10** U/mg de proteina
para Est-A y 2.56x107 + 1.34x10* U/mg de proteina para Est-C en condiciones optimas
(butirato de p-nitrofenilo, pH 9 y 40°C) para ambos casos.
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2. MARCO TEORICO
2.1 QUESO

El queso es el resultado de la concentracion selectiva de la leche, obtenida a través de su
coagulacion (precipitacion de las caseinas y obteniendo como residuo el suero de leche) a
través de dos métodos: por via enzimatica (renina), o bien, por acidificacion (cercano al punto

isoeléctrico de las caseinas, pH 4.6).

El agua se elimina en distintas proporciones, de acuerdo a cada variedad de queso,
arrastrando con ella una parte de elementos solubles y de proteinas de leche no coaguladas
(lactosuero). El agua que queda retenida en el queso, es esencial para el desarrollo de los
microorganismos, determina la velocidad de las fermentaciones y de la maduracién, asi como
el tiempo de conservacion, textura del queso y rendimiento del proceso de elaboracion
(Walstra y Oria, 1991; Badui, 2013).

2.1.1 CLASIFICACION DE QUESO

En todo el mundo existen mas de 2000 tipos de quesos, los cuales se clasifican de acuerdo a
diversos criterios, tales como (Belitz y Grosch, 1997; Hernandez, 2007; NMX-F-735-
COFOCALEC-2011):

» Tipo de leche: Ya sea de vaca, cabra, oveja o cualquier otro mamifero.

» Tipo de cuajado: Acidificacién, enzimatico (renina) o combinacion de ambos.

» Al contenido de agua de la materia seca magra (%): Queso muy duros (<47),
queso duro (<56), queso para lonchas (54-63), quesos semigrasos para lonchas
(61-69), quesos blandos (67-76), queso fresco (73-87).

» Al contenido de grasa de la materia seca (%0): Queso doble crema (60-85), queso
crema (>50), queso graso (>40), quesos supergrasos (>45), Quesos semigrasos (=>20),
queso magro (<10).

» Tipo de maduracion: Bacterias, mohos o combinacion de ambos.
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» Grado de maduracion: Por ejemplo, el queso Cotija, se clasifica en oreado o afiejo

(3-6 meses), seco o rendido (>6 meses).
2.1.1.1 DEFINICION DE QUESO COTIA

El queso Cotija cuenta con una Marca Colectiva sustentada en una indicacion geografica,
denominada “Cotija Region de Origen”. Tiene una tradicion de mas de 400 afios, cuyo origen
se ubica en la region de la Sierra de Jalmich (Figura 1), y su produccion se mantiene por
varias familias que habitan en la zona limitrofe de los estados de Jalisco y Michoacéan
(Alvarez et. al., 2005).

Es un queso mexicano elaborado de manera artesanal con leche cruda proveniente de ganado
de doble proposito, durante la temporada de Iluvias, obtenida del dia en una sola ordefia. El
tiempo de maduracion que debe tener el producto es de un minimo de 3 meses, con
condiciones ambientales que van de una temperatura ~28°C y una humedad relativa de 80
a 95 %, es de formato cilindrico, cuyas dimensiones van de 40 cm de didmetro por 20
centimetros de altura, con un peso de entre 16 y 30 kg. Es de pasta prensada, no cocida, de
textura dura, firme, friable, con olor y sabor caracteristicos, que presenta corteza propia de
color marfil a ocre, marcada con el dibujo de la manta que sirvio de molde
(NMX-F-735-COFOCALEC-2011).

REGION DE ORIGEN DEL QUESO COTIJA
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Figura 1. Sierra de Jalmich.
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2.1.1.2 CARACTERISTICAS FISICOQUIMICAS DEL QUESO COTIJA

El queso Cotija artesanal madurado (Figura 2) debe cumplir con un minimo del 25 % BH
(m/m) de proteinas propias de la leche, tales como caseinas a-CN, B-CN, x-CN y proteinas
del suero residuales (B-LG principalmente). Un minimo de 23 % BH (m/m) de grasa butirica
(triacilglicéridos, colesterol, fosfolipidos, &cidos grasos libres, 1,2-diacilglicéridos) y un
maximo del 36 % BH (m/m) de humedad.

Como unicos ingredientes permitidos para su elaboracién esta la adicion de cloruro de sodio
(sal de mar en grano procedente del estado de Colima) y cuajo de origen animal (Belitz y
Grosch, 1997; NMX-F-735-COFOCALEC-2011).

pH 5.1-5.5
0.3-0.5% éc. lictico

Gras .
o ex 8y 0.91-0.83

0 Carbohidratos
— | 2 \

Figura 2. Queso Cotija Region de Origen.
2.1.1.3 PRODUCCION DE QUESO COTIA

El queso Cotija Regidn de Origen solo se elabora en temporada de lluvia (junio a noviembre).
Se parte de leche obtenida de un solo ordefio. El ganado que se utiliza es de doble propdésito,
raza cebu, Suiza o mezcla de éstas. La leche obtenida se mezcla y se deja reposar de 3a 4 h
a temperatura ambiente, en este proceso la leche alcanza un temperatura de ~34°C, un pH
cercano a 7 y la microbiota natural incrementa. Posteriormente se procede a la coagulacion
enzimatica de la leche, mediante la utilizacion de cuajo (renina) de origen animal; el tiempo

de cuajado depende de cada productor y va de 30 min a aproximadamente 1 h.
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Una vez alcanzada la consistencia deseada del coadgulo, éste se fragmenta en pequefias
proporciones (equivalentes a un grano de maiz, ~1 cm®) con utensilios apropiados y limpios
con el fin de aumentar la superficie de desuerado. La parte sélida (cuajada) se separa del

suero y es drenada por compresion con ayuda de una manta de algodén limpia.

La cuajada drenada se desmorona manualmente en su totalidad y posteriormente se le
adiciona sal de mar en grano procedente del estado de Colima (~138-140 g por cada 20 L de
leche), adquiriendo una textura granulosa, este proceso ayuda a regular el desarrollo
microbiano, evitando bacterias indeseables, controla agentes de maduracién y mejora

propiedades organolépticas.

La masa salada se introduce en un aro de diametro especifico, el cual estd cubierto en su
interior con dos bandas ixtle (fibra de maguey) que envolverén la masa. El aro y las fibras en
conjunto, confieren la forma y volumen del queso, asi como el dibujo caracteristico de la
corteza; proporcionando una presentacion cilindrica de ~20 kg. Una vez fajada la pasta se
prensa utilizando piedras de entre 50 y 80 Kg por un periodo de 18 a 24 h. Durante este
periodo se voltea el queso continuamente sobre su propia cara. Pasado este tiempo, la pasta
prensada se mantiene fajada durante 15 dias o hasta que alcance la firmeza deseada a

temperatura ambiente, para que cada pieza pueda ser manipulada.

Posteriormente se procede a desfajar el queso, volteandolo cada tercer o cuarto dia
(alternando la cara expuesta al medio). La superficie del queso se limpia con un trapo limpio,
suave y que no desprenda materia extrafia (hilos, etc.) que pueda poner en riesgo la calidad
del queso. Dichas acciones se realizan durante los primeros tres meses (inicio del proceso de
maduracion) dentro de la zona geografica (Figura 1) (Alvarez et. al., 2005; Garcia, 2011;
Hernandez, 2007; NMX-F-735-COFOCALEC-2011).

2.1.2 MADURACION DEL QUESO

Durante el proceso de maduracion, los microorganismos provenientes de cultivos iniciadores
y/o de la microbiota secundaria (microorganismos que actdan después de la etapa de cuajado,
adicionados o no intencionalmente, como bacterias acido lacticas no iniciadoras, levaduras,

hongos y mezclas complejas de bacterias) desempefian un papel importante en cada tipo de

6
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queso. En el caso del queso Cotija al no adicionarse un cultivo iniciador, la microbiota
secundaria desempefia un papel importante en la formacion de compuestos involucrados en
el desarrollo del aroma, sabor y textura, los cuales son derivados de las principales rutas
metabolicas como la glicdlisis, lipolisis, protedlisis y metabolismo del citrato, seguidas por
reacciones secundarias sobre los compuestos producidos en estas primeras reacciones, por
ejemplo: desaminacion, descarboxilacion y B-oxidacion de acidos grasos (Alcantara, 2009;
Garcia, 2011).

2.2 ENZIMAS

Las enzimas son proteinas con actividad catalitica. Las enzimas de origen microbiano son a
menudo mas utilizadas que las enzimas provenientes de plantas o animales, debido a que
tienen una gran variedad de actividades cataliticas, altos rendimientos, facilidad en la
manipulacion genética, ya que los microorganismos presentan un crecimiento rapido en

medios de cultivo de bajo costo donde se producen las enzimas (Wiseman, 1995).

En este trabajo son de interés el grupo de las lipasas, la capacidad de las lipasas para catalizar
la hidrolisis y la sintesis de ésteres ha sido reconocida desde hace 70 afios (Van Der
Walle, 1927).

2.2.1 HIDROLASAS

Las enzimas hidroliticas (EC 3), las cuales catalizan la ruptura de un enlace por la adicion de
una molécula de agua, se clasifican en diferentes grupos dependiendo del grupo que

hidrolizan.

Las enzimas que actlan sobre enlaces ester (EC 3.1) a su vez tienen una sub-clasificacion,
en las cuales se encuentran las que hidrolizan esteres carboxilicos (EC 3.1.1), dentro de éstas,
se encuentran las carboxilesterasas (EC 3.1.1.1) y las triacilglicerol lipasas (EC 3.1.1.3)
(IUBMB, 2015).
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2.2.1.1 TRIACILGLICEROL LIPASAS Y SUS GENERALIDADES

Las triacilglicerol lipasas (EC 3.1.1.3) se encuentran dentro de las enzimas mas atractivas
para la sintesis de reacciones organicas debido a que muestran una alta quimio-, regio-, y
enantioselectividad, presentan una alta estabilidad en disolventes organicos y usualmente no

requieren de cofactores (Jaeger y Eggert, 2002).

Estas enzimas catalizan la hidrolisis de ésteres preferencialmente insolubles en agua, es decir,
ésteres con acidos grasos de cadena larga (>Cio), Figura 3 (Bornscheuer, 2002; Sriyapai
et. al., 2015).

[
HaC—O—C—R;

Hg—xi:l‘-—o—(i‘,H o 1,2,3-Triglicérido

o] HzC—O—C—Rj

Etapa I -
o]
I

(II) Hz?—O—C—H| o H2(|3—OH
1,2,-Diglicérido Rx—C—O—CH ch—mclz o 2,3-Diglicérido
HC—OH H,C—0O—C—Rj
(@] e
Il Acido
+ HO—C—R, graso
Etapa II
T =" i
2-Monoglicérido Ry—C—O—C + HO—C—R3 Acido graso
HoC—OH
Etapa III
HC—OH
Hm? + HO—C—Ry
H.C—OH

Glicerol + Acido graso

Figura 3. Etapas de reaccion de hidrdlisis de triacilglicéridos (Imagen de Quirasco y Lopez,
2013). Como ejemplo: Si R1, Rz, Rz representan acidos grasos con >Cio. Cuando se
completa la etapa Il se trata de una hidrdlisis total y una hidrélisis parcial es cuando se
completa la etapa 1 o II.
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Presentan una gran versatilidad de reaccion, debido a que son capaces de realizar ademas de
la hidrdlisis, distintas reacciones de sintesis, las cuales se pueden clasificar en dos tipos: En
reacciones de esterificacion como esterificacion, amidacion y tioesterificacion, y el otro tipo
incluye la transesterificacion como la reaccion de aminolisis, alcoholisis, acidolisis e

interesterificacion Figura 4.
i i
L RC-OH + R)~OH =—> R, C-O-R, + H)0

O o]

I Il
I RC-0-R; + Ry—OH = » R;C-O—R, + HO—R;

Figura 4. Reaccion catalizada por las triacilglicerol lipasas. I. Reaccion de esterificacion y
I1. Reaccién de alcohdlisis.

2.2.1.1.1 ASPECTOS ESTRUCTURALES DE TRIACILGLICEROL LIPASAS

Las triacilglicerol lipasas presentan un plegamiento o/ hidrolasa, el cual también es
encontrado en enzimas como proteasas y haloperoxidasas (Figura 5), su actividad se basa en
una triada catalitica de Serina (Ser) - Acido aspartico (Asp) — Histidina (His), Acido
glutdmico (Glu) en vez de Asp para algunas triacilglicerol lipasas, y por lo general tiene un
pentapéptido altamente conservado formado por una secuencia de Gly-x-Ser-x-Gly (donde x
puede ser cualquier aminoacido) el cual es encontrado alrededor del sitio activo de la serina
(Bornscheuer, 2002; Ollis et. al., 1992; Wei et. al., 1995).

Asp

Figura 5. Diagrama del plegamiento o/f} hidrolasa. Hojas 3 (1-8) representadas con flechas
azules y las hélices a (A-F) representadas con cilindros rojos. Residuos que componen la
triada catalitica: nucleofilo (serina), acido (aspartato), histidina; estan representados de
circulos amarillos. Extremo amino (N) y extremo carboxilo-terminal (C). Tomada y
modificada de Bornscheuer, 2002.



Marco teérico

La mayoria de estas enzimas presentan el fendmeno de activacion interfacial, el cual se debe
a la presencia de un dominio hidrofobico “tapa”, que cubre el sitio activo de las triacilglicerol
lipasas. Dicha activacion ocurre en la interfase agua-aceite, debido a que el sitio activo debe
estar expuesto hacia la region hidrofébica pero con acceso a la fase acuosa, ya que necesita
la participacion de moléculas de agua en la catélisis, y s6lo con la presencia de un minimo
de concentracion del sustrato la tapa se aparta, dejando el sitio activo libre. Excepciones de
activacion interfacial se presentan en las triacilglicerol lipasas provenientes de Pseudomonas
glumae, Pseudomonas aeruginosa y Candida antarctica B, a pesar de que todas estas
enzimas contienen una pequefia “tapa” (Bornscheuer, 2002; Bornscheuer et. al., 2002;
Quirasco y Lopez, 2013; Reetz, 2002; Schmid y Verger, 1998; Verger, 1997).

2.2.1.2 CARBOXILESTERASAS Y SUS GENERALIDADES

Las carboxilesterasas (EC 3.1.1.1) son otro tipo de enzimas, capaces de hidrolizar enlaces
tipo éster carboxilicos formados por &cidos grasos de cadena corta (<Cs) parcialmente
solubles en agua (Figura 6); presentan una ligera estabilidad y actividad frente a disolventes
organicos. Por lo cual, la diferencia entre estas enzimas y las lipasas “verdaderas” o
triacilglicerol lipasas, se basa en la longitud de la cadena de los acidos carboxilicos que

utilizan como sustrato.

a

carboxilesterasa H
/J\ + HD -— + HO—R

R OR' R OH

Figura 6. Reaccion catalizada por carboxilesterasas.

La cinética de hidrdlisis de las carboxilesterasas es representada por la cinética tradicional de
Michaelis-Menten, mientras que la cinética de hidrdlisis para las tracilglicerol lipasas no
puede ser descrita por dicho modelo, debido al fendmeno de activacion interfacial
(Bornscheuer, 2002; Fojan et. al., 2000; Sriyapai et. al., 2015; Torres, 2016).
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2.2.1.2.1 ASPECTOS ESTRUCTURALES DE CARBOXILESTERASAS

Las carboxilesterasas presentan un plegamiento a/f hidrolasa, su actividad se basa en una
triada catalitica de Ser-Asp-His (Figura 5), al igual que las triacilglicerol lipasas antes
descritas, aunque éstas difieren de dichas enzimas (Tabla 1), debido a que carecen del
dominio hidrofébico “tapa” alrededor del sitio activo. Recientemente, se ha identificado que
contienen un motivo consenso formado por Gly-x-x-Leu (Bornscheuer, 2002; Ollis et. al.,
1992; Wei et. al., 1995).

Tabla 1. Diferencias entre triacilglicerol lipasas y carboxilesterasas. Tomada y modificada
de Bornscheuer, 2002.

Propiedad Triacilglicerol lipasas Carboxilesterasas
Triglicéridos de cadena | Triglicéridos de cadena corta
larga (>C10) (<Cs)

Sustrato preferencial Esteres de alcoholes

. Esteres simples
secundarios

Activacion interfacial

Si No
(tapa)
Hidrofobicidad del sustrato Alta Alta a baja
Estabilidad a disolventes Alta Alta a baja

organicos

2.2.1.3 MECANISMO DE HIDROLISIS DE TRIACILGLICEROL LIPASAS Y
CARBOXILESTERASAS

El mecanismo de formacién o hidrélisis del enlace éster es esencialmente el mismo tanto

para las lipasas y carboxilesterasas, el cual consta de cuatro pasos (Figura 7):

I.  Elsustrato es ligado al sito activo de serina.
Il. Se forma un intermediario tetraédrico, el cual es estabilizado por los residuos
cataliticos de His y Asp o Glu del sitio catalitico.
I1l.  El alcohol es liberado y se forma el complejo acil-enzima.
IV.  Ataque de un nucledfilo (agua en hidrdlisis, alcohol o éster en (trans-)esterificacion)
nuevamente forma el intermediario tetraédrico, teniendo como resultado el producto

(un &cido o un éster) y la liberacion de la enzima (Bornscheuer y Kazlauskas, 1999).
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Figura 7. Mecanismo de hidrdlisis de triacilglicerol lipasas y carboxilesterasas.

2.2.2 METODOS DE DETECCION DE MICROORGANISMOS CON ACTIVIDAD

LIPOLITICA

Para la identificacion de actividad lipolitica in situ de microorganismos, se utilizan medios

de cultivo sélidos complementados con sustratos (Figura 8(a)), como tributirina (Ca),

tricaprilina (Csg) (actian como sustratos de carboxilesterasas, ya que contiene acidos grasos

de cadena corta) y aceite de olivo, estearina (Cis), trioleina (C1s:1) (actiian como sustratos de

triacilglicerol lipasas, ya que contienen &cidos grasos de cadena larga). Como tales sustratos

son insolubles se tiene que hacer una emulsion, por lo que los medios de cultivo son opacos.

Una actividad enzimatica positiva se observa mediante la formacién de halos de aclaramiento

alrededor de las colonias (Bornscheuer, 2002; Ferrer et.al., 2005; Lescic et.al., 2010).

También se han empleado métodos fluorogenicos en la deteccion de actividad lipolitica

in situ en biopeliculas, mediante la implementacién de escaneo por microscopio confocal
laser de barrido (CLSM), utilizando como sustrato ELF-97 palmitato (Tielen et. al., 2013).
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Para discernir entre triacilglicerol lipasas y carboxilesterasas, usualmente, se emplean
métodos espectrofotométricos mediante el uso de sustratos como ésteres de o/f naftol
(C2— C12) con Fast Blue RR o Fast Red TR (Figura 8(b)), ésteres de p-nitrofenilo (C2 — Cis)
(Figura 8(c)). También se han empleado métodos analiticos volumétricos (valoraciones)
utilizando como sustratos ésteres de polioxietileno de sorbitan (Tween 20, 40, 60, 80)
(Figura 8(a)) (Bornscheuer, 2002; Lescic et.al., 2001; Lescic et.al., 2010; Miller y Karn,
1980; Perfia, 1998; Pefia, 2001).

e}
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a) om@—o R P I OYR
o]
ésteres de p-nitrofenilo ésteres de a/@ naftol O R
R = (CH,),CH, R = (CH,),CH, \ﬂ/
n=0-4,6,8, 10,12, 14, 16 n=0,2 10 OOR
HO(CH.CH,0),.  (OCH,CH,).OH o
ésteres de glicerol
o7 qrieCH.CH),Oon e R'?% = (CH,),CH,, n=2,86, 16
(CHCHO). _~ L . 2= »
o~ "R R* = (CH,);CH=CH(CH,),CH,

wHx+y+z=20

ésteres de polioxietileno de sorbitan
R"2% = (CH,),CH,, n = 10, 14, 16
R* = (CH,),CH=CH(CH,),CH,

b) Enzima
[+] AR
o—c” lipolitica OH - OH
CO OCH
co ey “ 6o —p ™ 5
+ HO—C7 - VR = -
O @@ el Nl N
acetato de a-naftilo a-naftol 4c. acético Fast Blue RR * a-naftol
H3CO OCH;3
o_8~ _—— e e N:Ngo
Complejo colorante diazo (color violeta)
0 0
C [ I
N N

O \O' @ 0 'O/
/\)L o Enzima
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0 + N =—= o + o+ w

butirato de p-nitrofenilo butirato lon p-nitrofenolato

Figura 8. (a) Estructura quimica de algunos de los sustratos utilizados para la deteccion de
actividad lipolitica, (b) Reaccion de hidrélisis de acetato de a-naftilo con Fast Blue RR,
(c) Reaccion de hidrdlisis del butirato de p-nitrofenilo. Tomada y modificada de
Lescic et.al., 2010; Torres, 2016.
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2.2.3 APLICACIONES INDUSTRIALES DE TRIACILGLICEROL LIPASAS Y
CARBOXILESTERASAS

Tanto las carboxilesterasas como las tiracilglicerol lipasas componen uno de los grupos mas
importantes de biocatalizadores utilizados en diferentes sectores industriales y de aplicacion
biotecnoldgica (Aurilia et. al., 2008; Jaeger y Eggert, 2002), como:

» Industria de detergentes: Las lipasas son utilizadas en formulaciones de detergentes
en conjunto con otras enzimas (amilasas y proteasas), su funcion es remover manchas
de grasa derivadas de frituras, mantequilla, de ciertos cosméticos, salsas a base de
grasas, etc., mediante la hidrdlisis de los triglicéridos a sus respectivos &cidos grasos,
haciendo de éstos mas solubles y removibles de las superficies
(Hasan et. al., 2006).

» Industria alimenticia: Se utilizan enzimas lipoliticas para la produccion de ésteres,
los cuales forman compuestos volatiles que contribuyen al sabor y aroma. También
se han empleado triacilglicerol lipasas en la generacion de lipidos estructurados, cuya
composicion de acidos grasos, ha sido determinada para mejorar o disminuir la
biodisponibilidad de uno o en los tres &cidos grasos que lo componen; p.j. el
triacilglicérido OPO (oléico(Cis:1)-palmitico(Cis)-oléico(Cis:1)) obtenido por
interesterificacion de tripalmitina con acido oléico. Otro ejemplo, es la elaboracion
de sustituto de manteca de cacao a partir de aceite de palma y &cido estearico
(Hasan et. al., 2006; Pefia y Quirasco, 2014).

» Industria agroquimica: Las triacilglicerol lipasas se utilizan en la produccion de
agroguimicos como el compuesto enantiopuro (S)-indanofano, el cual es un herbicida
utilizado contra malezas en campos de cosecha con cultivos de arroz (Jaeger y
Eggert, 2002).

» Cosméticos: Se han empleado lipasas inmovilizadas como catalizadores para generar
compuestos como miristato de isopropilo, palmitato de isopropilo y 1-etilhexil
palmitato, que son utilizados como emolientes en productos de uso personal, como:
crema corporal, aceites de bafio, cremas de bronceado, etc (Hasan et. al., 2006).

» Produccion de precursores de polimeros biodegradables: Las lipasas se han usado
muy comunmente en sintesis organicas, para la produccion de compuestos

biodegradables como 1-butil oleato por reaccidn de esterificacion (el cual es utilizado
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para disminuir la viscosidad del biodiesel) y de ésteres de trimetilolpropano
(implementados como lubricantes) (Hasan et. al., 2006; Linko et. al., 1998). También
las triacilglicerol lipasas y carboxilesterasas son utilizadas como catalizadores en la
sintesis de compuestos poliméricos biodegradables como polifenoles y poliésteres

(Jaeger y Egger, 2002).

La produccion de enzimas de fuentes naturales para la aplicacion industrial presentan
problemas relacionados a bajos rendimientos y altos costos, debido a su escases de fuentes
y/o dificultad de aislamiento (Demain y Vaishnav, 2009; Salazar et. al., 2013). La ingenieria
genética y la tecnologia del ADN recombinante han dado una alternativa para la produccion
de enzimas recombinantes en cantidades suficientes, producidas en hospederos seleccionados
como microorganismos y plantas transgénicas, las cuales han abatido los costos de
produccién. ElI mercado global de la industria enzimatica alcanzé un valor de $4.4 billones
de dolares en el 2015, aproximadamente el 90 % de las enzimas utilizadas a nivel industrial
son enzimas recombinantes (Adrio y Demain, 2014) y en algunos casos, las enzimas
recombinantes extracelulares son baratas ($10-20 ddlares por kg de proteina) (Beilen y Li,
2002).

2.3 METAGENOMICA

El metagenoma es una coleccion de genomas de todos los microorganismos presentes en un
determinado héabitat (Handelsman et. al., 1998). EI metagenoma ha permitido tener un
incremento en el nimero de secuencias de ADN provenientes de microorganismos no
cultivables, dichas secuencias son actualmente explotadas para aplicaciones farmacéuticas y
biotecnolodgicas; asi como para incrementar el conocimiento del nicho microbioldgico y

requerimientos de dichos microorganismos (Hasan et. al., 2006; Streit y Schmitz, 2004).

Por lo cual, la metagendmica es el andlisis gendmico de comunidades microbianas tanto
cultivables como no cultivables. El término deriva del concepto meta-analisis, el proceso de
combinar analisis separados estadisticamente, y genémica, el analisis exhaustivo del material

genético de organismos (Rondon et. al., 2000; Schloss y Handelsman, 2003).
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Las bibliotecas metagendmicas han sido utilizadas para aislar nuevos genes de grandes
bancos genéticos de microorganismos no cultivables y/o de microorganismos dificiles de
cultivar (Hasan et. al., 2006; Handelsman et. al., 1998; Lorenz et. al., 2002; Rondon et. al.,
2000).

2.3.1 BIBLIOTECA METAGENOMICA

Una biblioteca metagendmica es una coleccion de fragmentos de ADN clonados en un vector,
que de forma representativa contienen todos los genomas de una comunidad microbiana
presentes en un determinado habitat como aceites, suelos, estanques de agua, hielo glaciar,
rumen de vaca, queso Mozzarella (MBC), etc (Devirgiliis et. al., 2014; Handelsman, 2004;
Steele et. al., 2009; Torres, 2016).

El escrutinio de una biblioteca metagendmica se puede realizar mediante un anélisis
funcional, en el caso de bibliotecas de expresién, o por un anélisis de secuencias
(Figura 9). El analisis funcional, inicia con la identificacién de las clonas que expresan el
fenotipo deseado, seguida de la caracterizacion de las clonas positivas por secuenciacion y
analisis bioquimico; este analisis permite identificar las proteinas que tienen un potencial de
aplicacion en diferentes sectores (medicina, agricultura o en industrias). Una de sus
limitaciones, es que requiere la expresion de la funcion de interés en células hospederas y
requiriere la expresion de todos los genes necesarios para dicha funcion. También depende
de la magnitud de expresion de dichas actividades, debido a que con frecuencia, las clonas
presentan una actividad baja. El analisis de secuencias, se basa en la utilizacion de secuencias
conservadas de ADN para disefiar sondas de hibridacion o cebadores de PCR para analizar
las clonas de la biblioteca metagenémica que contiene las secuencias de interés. La
secuenciacion de clonas que contienen marcadores filogenéticos, tales como el gen
16s rRNA, permiten obtener informacion de los microorganismos de los cuales provienen

dichas clonas (Schloss y Handelsman, 2003).
2.3.1.1 CLASIFICACION DE BIBLIOTECAS METAGENOMICAS

En funcion de la naturaleza del ADN exo0geno que contienen, existen tres tipos de bibliotecas

metagendmicas: Bibliotecas de expresidn, de clonacion y de ADN complementario (ADNc):
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> Bibliotecas de expresion: Este tipo de bibliotecas son construidas para explorar
actividades metabolicas a partir de fragmentos de ADN metagendémico
(3 Kb a 20 Kb) de un habitat, clonados en un vector. La mayoria de los genes estaran
apropiadamente orientados y fuertemente influenciados por los promotores del vector
de expresion, por consecuencia tendran altas posibilidades de ser expresados y
detectada su actividad (Guazzaroni et. al., 2014; Ferrer et. al., 2009; Torres, 2016).

» Bibliotecas de clonacion: Se construyen utilizando vectores de clonacion simples y
gue muestren una alta estabilidad llevando insertos largos (fésmidos y BACs), debido
a que este tipo de bibliotecas contienen largos fragmentos de ADN metagenémico
que oscila entre 40 Kb y 120 Kb. Se construyen para establecer relaciones
filogenéticas entre individuos de una poblacion y como herramienta complementaria
a secuenciacién de genomas completos (Streit y Daniel, 2010-b; Torres, 2016).

> Bibliotecas de ADNc: A diferencia de las bibliotecas de clonacion o expresion
(implementan ADN metagendmico) éste tipo de bibliotecas son construidas a partir
del aislamiento de RNA (RNAm de larga duracion) y su posterior conversion en
ADNc. Este banco de genes permite explorar genomas tanto procari6ticos como
eucarioticos, debido a que los insertos son carentes de intrones (Streit y Daniel, 2010;
Torres, 2016).

2.3.1.1.1 VECTORES DE CLONACION

Un vector es una molécula de ADN de doble cadena, con capacidad de albergar un fragmento

de ADN exdgeno. Los vectores se pueden clasificar en vectores de clonacion y de expresion.

» Vectores de clonacion: Son considerados de clonacion, si su finalidad es el
almacenamiento de secuencias y obtener grandes cantidades de ADN insertado.
Suelen ser plasmidos, fagos, fagémidos, cosmidos y cromosomas artificiales
bacterianos (BACs).

» Vectores de expresion: Son aquellos cuyo objetivo es producir un transcrito (ARN)

o la proteina de ése transcrito. Pueden ser plasmidos o fagos (Salazar et. al., 2013).
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La eleccidn de los vectores de clonacion para la elaboracidn de una biblioteca metagenémica
depende en gran parte de la longitud de los insertos. En el cual, para clonar fragmentos
pequefios de ADN se pueden utilizar plasmidos que son apropiados para clonar fragmentos
menores a 10 Kb y fagos lambda fragmentos de hasta 12 Kb. Cosmidos (25-35 Kb), fosmidos
(25-40 Kb) o BACs (100-200 Kb) pueden ser utilizados para clonar fragmentos de ADN
largos (Simon et. al., 2009; Uchiyama y Miyazaki, 2009).

2.3.1.1.2 PROCESO DE ELABORACION DE BIBLIOTECAS METAGENOMICAS

Para elaborar una biblioteca metagendmica se debe tener una estrategia bien planeada,
teniendo en consideracion: el vector de clonacidn a utilizar, el organismo hospedero para la
transformacion; y en bibliotecas de expresion la estrategia de escaneo con el fin de optimizar
la identificacion de las actividades deseadas (Guazzaroni et. al., 2014). El proceso general de
elaboracion consta de cuatro principales pasos y uno adicional en el caso bibliotecas de

expresion (Figura 9):

I.  Obtencion (recoleccidn, excavacion, muestreo, adquisicion, etc.) de la muestra.

Il.  Extraccion y purificacion del ADN del conjunto de microorganismos de la muestra a
analizar.

I1l.  Fragmentacion del ADN utilizando enzimas de restriccion (EcoRl, Pstl, Sau3Al,
BamHI, BSp143l, etc.), para obtener insertos del tamafio apropiado (Kb) para el
vector de clonacién a implementar.

IV. Ligacion (TADNA ligasa) de los fragmentos de ADN con el vector de clonacién
elegido. Seguido de la transformacion a un cultivo celular (generando células
recombinantes diferentes entre si).

V. Para bibliotecas de expresion: Una vez que la biblioteca de genes se construyo; se
realizan diversos métodos de analisis para detectar las clonas con la actividad de
interés (Cheng et. al., 2014; Chow et. al., 2012; Pereira de Castro et. al., 2011;
Torres, 2016).
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Figura 9. Representacion general de la elaboracion de una biblioteca metagendémica.
I. Muestra a analizar. 1. Extraccién y purificacion de ADN metagenomico.
I11. Fragmentacién del ADN. IV. Ligacion y transformacion a cultivo celular.
V. Andlisis de la biblioteca metagenémica (En caso de ser una biblioteca de expresion).
* No en todos los casos. Figura tomada y modificada de Schloss y Handelsman, 2003.
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2.4 ANTECEDENTES

A partir de investigaciones realizadas en el grupo de trabajo sobre el tema de queso Cotija
“Region de Origen”, se estudiaron factores en la manufactura de dicho producto que son
determinantes en la composicion de la microbiota. Se observo que la mayor parte de las
caracteristicas sensoriales finales del queso Cotija se producen mediante el metabolismo de
la microbiota presente en las materias primas y de la microbiota procedente de la
manipulacion del queso durante su elaboracion. Garcia en el 2006 asocio el sabor y aroma
del queso madurado a la actividad lipolitica producida por microorganismos presentes
durante la maduracién, identifico seis microorganismos (Bacillus pumilus, Staphylococcus
xylosus, Staphylococcus piscifermentans, Staphylococcus saprophyticus, Yarrowia
lipolytica, Candida zeylanoides) con la mayor actividad lipolitica.

Posteriormente, en el 2011 Garcia obtuvo un panorama mas detallado de la fuente y forma
de inoculacion de los microorganismos lipoliticos a lo largo del proceso de produccion del
queso Cotija. Identificd bacterias del género Bacillus y Psychrobacter sp. en el proceso de
salado en seco. En la cuajada fresca encontré a Bacillus pumilus. Lactococcus lactis fue
identificado en muestras de leche y cuajada salada. Teniendo asi la identificacion de
microorganismos cultivables con actividad enzimética lipolitica.

En el 2012 Escobar estudio la relacion de la composicion de acidos grasos totales y de acidos
grasos libres presentes en el material lipidico de diferentes zonas del queso Cotija. Observo
una liberacion homogénea de acidos grasos, con preferencia a cidos de cadena larga (Cis:0,
Cis0, C1g1 y Cis:2) de la matriz del queso, concluyendo que sin importar el gradiente de
actividad de agua (aw), pH o concentracion de sales existen condiciones favorables para el
desarrollo de microorganismos lipoliticos asi como para su actividad enzimatica.

En el 2014 Robles identificd una coleccidn de microorganismos aislados del queso Cotija y
de materias primas mediante la secuenciacion completa del gen ribosomal 16S. Corroboro la
presencia de tres bacterias (Staphylococcus xylosus, Staphylococcus saprophyticus y Bacillus
pumilus) e identificd cinco nuevos microorganismos con actividad lipolitica (Staphylococcus
equorum, Staphylococcus warneri, Staphylococcus cohnii, Enterobacter sp. y Kocuria

marina).
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Torres en el 2014 realiz6 una biblioteca metagendémica de expresion del queso Cotija para
evaluar la actividad esterasa de la microbiota. Dicha biblioteca se elabord a partir de 17
muestras de queso Cotija, a las cuales se le extrajo el ADN metagandmico, se realizd una
digestion con la enzima BamHI y se obtuvieron fragmentos de un tamarfio aproximado de
7-12 Kb, los cuales se extrajeron y purificaron. Los fragmentos se ligaron en el vector ZAP
Express (ADN de fago lambda), el cual tiene 12 sitios Unicos de clonacion, en los cuales se
pueden acomodar insertos de hasta 12 Kb de longitud, dicho vector puede ser extraido del
fago A en la forma de fagemido pBK-CMV, el cual es un vector de clonacion que permite la
expresion procariota dirigida por el promotor lac, el cual es inducible por
isopropil-p-D-1-tiogalactopiranésido (IPTG). EI ADN recombinante fue empaquetado en
fagos A.

Posteriormente, se realiz6 una titulacion de la biblioteca metagenémica, con el fin de
cuantificar el nimero de clonas obtenidas (numero de fagos en la biblioteca), obteniendo
136 950 Unidades Formadoras de Placa UFP y ~1.027 Gpb representados en la genoteca. Se
amplifico la biblioteca para evitar que el ADN gendmico a analizar fuera reactivo limitante
y se obtuvieron 33.986 Gpb. Se realizé la deteccion de UFP positivas a hidrolisis de acetato
de a-naftilo y Fast Blue RR (mediante la infeccion de células hospederas de Escherichia coli
XL1-Blue MRF" con fagos A del banco metagendémico), después se realizd una ecision en
E. coli XL1-Blue MRF" (mediante una co-infeccion del fago A con ayuda del fago ayudante
M13 a la célula hospedera). Se formo el fagémido pBK-CMV recombinante y se introdujo a
la cepa Escherichia coli XLOLR para su expresion por induccién con IPTG. Se confirmo la
actividad esterasa de las clonas obtenidas en agar tributirina.

De dicha blibioteca se seleccionaron varias clonas por su capacidad para hidrolizar acetato

de a-naftilo y tributirina, y con algunas se trabajo en este proyecto.
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3. JUSTIFICACION

Recientemente una de las estrategias realizadas por el grupo de trabajo para buscar nuevas
enzimas con actividad esterasa a partir de la microbiota del queso Cotija, fue la elaboracion
de una biblioteca metagendmica funcional. Por esta razon, en la presente investigacion se
busca caracterizar enzimas aisladas de dicha biblioteca metagendémica de expresion por su

presunta actividad lipolitica, para una posible aplicacion biotecnoldgica.
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4. HIPOTESIS

Si las clonas aisladas de una biblioteca metagendémica de expresion del queso Cotija Region
de Origen presentaron actividad positiva con acetato de a-naftilo, asi como en agar

tributirina, la enzima codificada en el inserto de cada clona sera una triacilglicerol lipasa.
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5. OBJETIVO GENERAL

Caracterizacion bioquimica de la actividad lipolitica de clonas de una biblioteca
metagendmica de expresion, la cual de elaboré a partir de una muestra representativa de

queso Cotija Region de Origen.

5.1 OBJETIVOS PARTICULARES

» ldentificacion de actividad triacilglicerol lipasa o carboxilesterasa de clonas de la
biblioteca metagenomica.

» Evaluacion de actividad esterasa de la fraccion intra y extracelular de clonas de la
biblioteca metagendémica.

» ldentificacion y determinacién del peso molecular de las proteinas con actividad
esterasa mediante SDS-PAGE y zimografia.

» Evaluar bioguimicamente la actividad enzimatica, en términos de su especificidad

por sustratos, pH y temperatura 6ptima de actividad.
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6. METODOLOGIA

6.1 Reactivacion y conservacion
de clonas aisladas de la biblioteca
metagendmica de queso Cotija.

6.2 Verificacion de actividad
triacilglicerol lipasa y
carboxilesterasa en medio solido.

6.3 Crecimiento e induccion en
medio liquido (LB).

6.3 Obtencidn de las fracciones
intracelulares y extracelulares.

6.4 Cuantificacion de proteina.

6.5 Evaluacion cualitativa de 6.7 Caracterizacion
actividad enzimatica esterasa de bioquimica de la
6.6 Determinacion de peso la fraccion intracelular y enzima.
molecular extracelular.

(Geles SDS-PAGE y Seleccion de clonas y
zimografia (6.6.1). de la fraccion con 6.7.1 Determinacion de
mayor actividad especificidad por
esterasa. sustratos.

6.7.2 Determinacion de
pH éptimo.

6.7.3 Determinacion de
temperatura optima.

Figura 10. Estrategia experimental para la elaboracion del proyecto.
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6.1 REACTIVACION Y CONSERVACION DE CLONAS

Se trabajo con las clonas en E. coli XLOLR de la biblioteca metagenémica de queso Cotija,
que fueron seleccionadas por su capacidad de hidrolizar acetato de a-naftilo y tributirina.

Para la reactivacion de las clonas se empleé medio caldo Luria-Bertani (LB) con kanamicina
(50 pg/mL) (Anexo | - 1.1).

Para la conservacion de las clonas, se inocularon 15 mL de caldo LB con kanamicina
(50 pg/mL) con 30 pL de cada clona y se incubaron a 250 rpm, 37°C, durante 15 h,
posteriormente se centrifugo a 10,000 g, a 4°C, durante 5 minutos. El paquete celular de cada
clona, se resuspendié en 2.5 mL de caldo LB con glicerol (20 % v/v) y kanamicina
(50 ug/mL) (Anexo | - 1.2). Se distribuyeron en tubos eppendorf estériles, los que se
etiquetaron y se almacenaron en condiciones de ultracongelacion a -70°C (Torres, 2016).

6.2 VERIFICACION DE ACTIVIDAD TRIACILGLICEROL LIPASA Y
CARBOXILESTERASA

Se verificaron las actividades enzimaticas triacilglicerol lipasa y carboxilesterasa, en medio
solido LB con aceite de olivo (1 %), kanamicina (50 pg/mL) e isopropil-B-D-1-
tiogalactopiranésido (IPTG) (0.4 mM) (Anexo | - 1.4) y medio s6lido LB con tributirina
(1 %), kanamicina (50 pg/mL) e IPTG (0.4 mM) (Anexo | - 1.3), respectivamente, mediante
la medicion de halos de hidrdlisis. La inoculacion de cada clona fue mediante la técnica de

picadura, cada medio se incub6 a 37°C, durante 7 dias (Garcia, 2006; Torres, 2016).
6.3 OBTENCION DE LA FRACCION INTRACELULAR Y EXTRACELULAR

Para cada una de las clonas se obtuvo la fraccion intracelular asi como la fraccion
extracelular. Se partié de un pre-indculo, para lo cual se afiadieron 5 uL del glicerol de cada
clona en 10 mL de caldo LB con kanamicina (50 pg/mL), se incubaron a 250 rpm, 37°C,
durante 15 h, posteriormente se transfirieron 3.8 mL de pre-inoculo a un matraz de 125 mL
con 38 mL de caldo LB con kanamicina (50 pg/mL) y se incub6 a 250 rpm, 37°C, hasta
obtener una D.O.soonm 0.9 - 1.0. Posteriormente se tomaron 5 mL de cada medio para
utilizarlo como control tiempo cero (to) antes de inducir la produccion de la enzima; para

dicha induccién se adicion6 IPTG al medio restante para obtener una concentracion
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final de 0.4 mM. Se incubo cada medio (To y con IPTG) a 250 rpm, 37°C, durante 3 h,
posteriormente se centrifug6 a 10,000 g, a 4°C, durante 15 min. El sobrenadante (fraccion
extracelular) obtenido, se almacenod en tubos falcén estériles a -20°C. El paquete celular
obtenido, se resuspendi6 en 1 mL de buffer de fosfato de potasio 50 mM, pH 7.5 (Anexo | -
2.2), se centrifugd a 10,000 g, a 4°C, durante 15 min y se resuspendié en 10 mL de solucién
de resuspension (EDTA 1 mM, NaCl 0.3 M y 10 % (v/v) de glicerol, en buffer de fosfato de
potasio 50 mM, pH 7.5) (Anexo | - 2.3). Posteriormente se sonicé cada muestra en un
ultrasonicador (Fisher scientific, 550 sonic dismembrator) con pulsos de 20 seg, con 20 seg
de descanso, a nivel 3 de amplitud durante 7 min, a 4°C, pasado el tiempo, cada muestra se
centrifugd a 30,000 g, a 4°C, durante 10 min; al sobrenadante obtenido (fraccion intracelular)
se le realizaron alicuotas en tubos eppendorf estériles, se rotularon y almacenaron a -20°C
(Pefia, 2009).

La fraccion intra y extracelular del control negativo (microorganismo hospedero de la
biblioteca metagenémica) se obtuvo implementando la metodologia antes descrita, a
diferencia que se utiliz6 el medio caldo LB con tetraciclina (12.5 pg/mL) (Anexo | - 1.5)
(Pefia, 2009; Torres, 2016).

6.4 CUANTIFICACION DE PROTEINA

La cuantificacién de proteina de la fraccion intra y extracelular de cada clona, se realizo en
un espectrofotometro (Biotek, epoch) a una longitud de onda de A=595nm, mediante la técnica
de Bradford (Biorad) con algunas modificaciones. Dichas determinaciones se realizaron en
una microplaca de 96 pozos utilizando 160 pL de muestra con 40 pL de reactivo de Bradford
(Biorad). Como estdndar se utiliz6 albdmina sérica bovina (BSA) (Sigma)
(Bradford, 1976; Pefia, 2009).

6.5 EVALUACION CUALITATIVA DE ACTIVIDAD ENZIMATICA ESTERASA DE
LA FRACCION INTRACELULAR Y EXTRACELULAR

La determinacidn cualitativa de la actividad enzimatica se realizé en microplaca de 96 pozos,
ajustando la cantidad de proteina de las fracciones intra y extracelulares de cada clona a la
misma concentracion con buffer de fosfato de potasio 50 mM, pH 7.5. Para la reaccién se

utilizé un volumen de 75 puL de muestra (fraccion intra o extracelular) con 75 pL de
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sustrato A (acetato de a-naftilo 3 mM y 10 % (v/v) de acetona, en buffer de fosfato de potasio
100 mM, pH 7.5) (Anexo | - 3.2) y 75 uL de reactivo revelador R (Fast Red TR 1 mM y
0.1 % (v/v) de triton X-100, en buffer de fosfato de potasio 100 mM, pH 7.5) (Anexo | - 2.4);

teniendo un tiempo de reaccion de 20 min, a temperatura ambiente (Pefia, 2009).

Posteriormente se seleccionaron las clonas que presentaron cualitativamente mayor actividad

enzimatica.
6.6 DETERMINACION DE PESO MOLECULAR

Para todos los ensayos de electroforesis de proteinas, las fracciones intracelulares de cada
clona evaluada se obtuvieron segun la metodologia (6.3) descrita anteriormente, con
modificaciones respecto a la cantidad inicial de pre-indculo, tamafio de matraz y medio
inicial, con el fin de obtener una mayor concentracion de proteina (fraccion intracelular) en
el volumen final (10 mL). Para ello (conservando las mismas proporciones) se realizd un
pre-in6culo de 15 uL de cada clona en 30 mL de caldo LB con kanamicina (50 pg/mL), se
incubaron a 250 rpm, 37°C, durante 15 h, posteriormente se inocul6 un matraz de 500 mL
con 150 mL de caldo LB con kanamicina (50 pg/mL) con 15 mL de pre-indculo.

La determinacion de peso molecular de las enzimas de la fraccion intracelular se realiz6
mediante electroforesis de proteinas, para lo cual se prepararon geles de poliacrilamida
SDS-PAGE al 12 % (v/v) de solucion de acrilamida en gel separador (Anexo | - 4.9) y
4 % (v/v) de solucién de acrilamida en gel concentrador (Anexo | - 4.10); se utilizaron
estandares de bajo peso molecular (Biorad) (Anexo | - 4.11). La tincién del gel se realiz6 con
solucion tefiidora de azul de Coomassie (Anexo | - 4.12) en agitacion, a temperatura
ambiente, durante 24 h. La electroforesis se corrié a 80 mV, a temperatura ambiente, durante
20 min. Pasado este tiempo se corrié a 120 mV, a 4°C, durante 2-3 horas (deteniendo la
aplicacion de voltaje antes de que el frente de corrida salga del gel) en una cdmara vertical
Mini-protean (Biorad). El gel se destifi6 empleando solucién destifiidora (Anexo | - 4.13) en

agitacion, hasta observar la aparicion de bandas color azul.
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6.6.1 ZIMOGRAFIA

Simultaneamente en la misma corrida se realizaron los ensayos de zimografia para la
deteccion de actividad esterasa. Una vez realizada la electroforesis, el gel SDS-PAGE
destinado para el ensayo de zimografia, se lavo por inmersion en agua desionizada por 3 min.
Posteriormente se realiz6 un lavado por 30 min, con triton X-100 al 5 % (v/v)
(Anexo | - 4.14), posteriormente se retird la solucion anterior y los geles se dejaron inmersos
en triton X-100 al 0.5 % (v/v) en agitacidn, a temperatura ambiente, durante 24 h. Pasado

este tiempo, se adiciono buffer de fosfato de potasio 100 mM, pH 7.5, durante 30 min.

Para revelar la actividad de la enzima “in situ” en gel SDS-PAGE, se incub6 el gel con
sustrato A (acetato a-naftilo 3 mM y 10 % (v/v) de acetona, en buffer de fosfato de potasio
100 mM, pH 7.5), a temperatura ambiente, durante 15 min. Pasado este tiempo se adiciond
sin retirar la solucion anterior, el reactivo revelador B (Fast Blue RR 1 mM y 0.1 % (v/v) de
tritdn X-100, en buffer de fosfato de potasio 100 mM, pH 7.5) (Anexo | - 2.5). La actividad
esterasa se detectd por la aparicion de bandas color violeta, una vez observadas, el gel se

almaceno con agua desionizada y filtrada a 4 °C (Pefia, 2009).
6.7 CARACTERIZACION BIOQUIMICA DE LA ENZIMA

La caracterizacion bioquimica de las enzimas en estudio, se realizd6 mediante el método
espectrofotométrico (Pefia, 2009) utilizando ésteres de p-nitrofenilo, con un volumen total en
el ensayo de 200 pL (90 uL de agua desionizada filtrada, 20 uL de buffer 0.5 M, 20 uL de
sustrato 1 mM y 70 pL de enzima). Las mediciones de absorbancia a A=420nm para cada
determinacion se realizaron por triplicado en un espectrofotémetro (Biotek, epoch), dichas

lecturas se corrigieron con los valores de autohidrélisis de los controles.

La curva patron para cada valor de pH utilizado se realizé con un stock de p-nitrofenol grado

espectrofotométrico 1 mM (Anexo | - 3.3).
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6.7.1 DETERMINACION DE ESPECIFICIDAD POR SUSTRATOS

En la determinacion de especificidad por sustratos del ensayo, se utilizaron ésteres de
p-nitrofenilo con grupos acilo de cadena corta (acetato de p-nitrofenilo (Cz), butirato de
p-nitrofenilo (C4), octanoato de p-nitrofenilo (Cg)) y larga (decanoato de p-nitrofenilo (Cio),
dodecanoato de p-nitrofenilo (C12), hexadecanoato de p-nitrofenilo (Ci6)) (Anexo | - 3.4) a
una concentracion final de 0.1 mM, a temperatura ambiente y pH 7 (buffer de fosfato de

potasio (Anexo | - 2.8)).
6.7.2 DETERMINACION DE pH OPTIMO

La determinacion de pH dptimo del ensayo se realizd con la medicion de la actividad
enzimatica a temperatura ambiente, entre 18-30 min, utilizando el sustrato éptimo del ensayo
para cada enzima a una concentracion final de 0.1 mM, en un rango de pH de 5 a 9, con
buffer de acetatos (pH 5), buffer de fosfato de potasio (pH 6 y 7) y buffer tris base (pH 8 y

9) (Anexo | — 2.6 a 2.9) a una concentracion final de 0.05 M.
6.7.3 DETERMINACION DE TEMPERATURA OPTIMA

En la determinacién de temperatura 6ptima del ensayo, se utilizaron condiciones idoneas del
ensayo (sustrato y pH 6ptimos) para cada enzima, variando las condiciones de temperatura
en un mini bafio seco (Benchmark) a 25°C, 30°C, 40°C y 50°C, con un tiempo de 10-20 min.
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7. RESULTADOS
7.1 EXPRESION ENZIMATICA

Las clonas esterasa positivas aisladas de la biblioteca metagendémica de expresion del queso
Cotija Region de Origen, fueron nombradas como Est-A, Est-B, Est-C, Est-D, Est-E y
Est-F. A partir de los gliceroles existentes se realiz6 su reactivacion y conservacion para la

realizacion del presente proyecto.

Se procedi6 a observar la expresion de la actividad enzimética esterasa en medio sélido LB
con inductor (IPTG) (Figura 11), incubados a 37°C, durante 7 dias. Utilizando como control
negativo a Escherichia coli XLOLR, el cual es el microorganismo hospedero de la biblioteca

metagendmica.

— —?:i.-—-—--—«_~ —

Figura 11. Medio sélido LB con tributirina (1 %), kanamicina (50 pg/mL) e
IPTG (0.4 mM).
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Como se observa en la Figura 11, la expresion enzimatica esterasa se presenta en cada una
de las clonas evaluadas. Por lo que dicha expresion confirma que las clonas no se vieron
afectadas (expulsion de fagémido) por el tiempo tan prolongado (afio 2014) en el cual

estuvieron almacenadas antes de su reactivacion.

Se observa que el control negativo (E. coli XLOLR) no presentd crecimiento debido a que el
medio contenia kanamicina (50 pg/mL), y tiene un efecto inhibitorio para dicho
microorganismo. Este al no contener el fagémido, no presenta resistencia a kanamicina
(Figura 11).

7.2 IDENTIFICACION DE ACTIVIDAD ENZIMATICA

Como un primer acercamiento para identificar a las enzimas triacilglicerol lipasas y/o
carboxilesterasas, se sembraron las clonas en medio s6lido LB con tributirina, sustrato de
carboxilesterasas, ya que contiene &cidos grasos de cadena corta, y con aceite de olivo,
sustrato de triacilglicerol lipasas, ya que contiene acidos grasos de cadena larga, para
determinar el tipo de actividad enzimatica esterasa mediante la medicién por triplicado de

halos de hidrolisis en éstos dos distintos medios (Figuras 12 y 13).

Figura 12. Inoculacion de clonas por técnica de picadura en medio sélido LB con aceite de
olivo (1 %), kanamicina (50 pg/mL) e IPTG (0.4 mM) incubado a 37°C, durante 7 dias.
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Figura 13. Inoculacién de clonas por técnica de picadura en medio sélido LB con
tributirina (1%), kanamicina (50 ug/mL) e IPTG (0.4 mM) incubado a 37°C, durante 7 dias.

Como se observa en la Figura 12 las clonas sembradas en medio s6lido LB con aceite de
olivo como sustrato, no presentan actividad enzimética evidente (como halos de hidrolisis
alrededor de las colonias), por lo que aparentemente dichas clonas carecen de enzimas
triacilglicerol lipasas. Sin embargo, en la Figura 13 se presentan los resultados obtenidos de
la actividad enzimatica en el medio sélido LB con tributirina como sustrato, como se observa
hay formacion de halos de hidrolisis. Estos resultados nos dan un indicio de que las enzimas
producidas por las clonas Est-A a Est-F tienen preferencia por ésteres de acidos grasos de
cadena corta, por lo tanto, serian carboxilesterasas. Por lo anteriormente expuesto, de aqui en

adelante se denominaré a la actividad enzimatica, como carboxilesterasa.

Los resultados de la medicion del didmetro de halo de hidrolisis y del didmetro de colonia
para el medio con tributirina (actividad carboxilesterasa) se muestran en la Tabla 2, se
presentan mediciones independientes, el promedio de la relacion didmetro halo/colonia y
desviacion estandar. Se puede observar que la clona Est-D presenta una mayor actividad
enzimatica con una menor biomasa, mientras que las clonas Est-B, Est-E y Est-F presentan

poca actividad enzimatica con mayor produccion de biomasa.
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Tabla 2. Diametro de colonias y halos de actividad enzimatica en medio sélido LB con
tributirina (1 %), kanamicina (50 pug/mL) e IPTG (0.4 mM) incubados a 37°C, durante 7dias.

0 Colonia (cm) 0 Halo (cm) Promedio

Clona ———— :
Medicion 1 | Medicién 2 | Medicion 3 | Medicién 1 | Medicion 2 | Medicién 3 | (6 Halo / 6 Colonia)

Est-A 0.6 0.5 0.4 1.1 1.0 1.0 2.11+£0.35
Est-B 04 0.5 0.5 0.9 0.8 1.0 1.95+0.33
Est-C 0.4 0.6 0.6 0.9 1.3 1.2 2.14 +£0.13
Est-D 04 0.5 04 1.2 1.3 1.0 2.710 £ 0.26
Est-E 0.5 0.5 0.6 1.0 1.1 1.1 2.01+£0.18
Est-F 0.5 0.5 0.5 1.1 1.0 0.9 2.00£0.20

7.3 EVALUACION CUALITATIVA DE ACTIVIDAD ENZIMATICA
CARBOXILESTERASA DE LAS FRACCIONES INTRA'Y EXTRACELULARES

Se cuantifico la cantidad de proteina mediante el método de Bradford (Biorad), tanto de la
fraccion intracelular como de la fraccion extracelular de cada clona en estudio, incluyendo
dos controles negativos E. coli XLOLR y Escherichia coli XL1-Blue MRF". Posteriormente
se procedio a ajustar la misma cantidad de proteina en todas las muestras, utilizando como
valor base la cantidad menor de proteina cuantificada: 577.23 + 32.87 pg de proteina / mL

de fraccion intracelular y 8.32 + 0.43 pg de proteina / mL de fraccion extracelular.

Se determind cualitativamente, por duplicado, la actividad enzimaética de ambas fracciones
en una microplaca de 96 pozos con acetato de a-naftilo como sustrato y Fast Red TR como
reactivo revelador (Figuras 14 y 15). Se eligieron dos clonas cuya actividad enzimatica

observada como complejo colorido rojizo (complejo colorante diazo) fuera mas intensa.

Se observa que la fraccion intracelular (Figura 14) presenta una mayor actividad enzimatica
en comparacion con la fraccion extracelular (Figura 15), probablemente debido a que los
insertos de dichas clonas podrian carecer de algin péptido sefial, que direccionara a la
proteina sintetizada hacia el exterior de la célula.

Las clonas Est-A y Est-C fueron elegidas para continuar con las actividades y objetivos

consecuentes del presente proyecto.
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Blanco Est-C
(Buffer)
E. coli Est-D
XLOLR
E.coli Est-E
XL1-Blue MRF’

Figura 14. Actividad enzimatica en microplaca de la fraccion intracelular (con 3 h de
induccién con IPTG) frente a acetato de a-naftilo 3 mM, usando como revelador Fast Red
FR 1 mM. Tiempo de reaccion 20 min, a temperatura ambiente.

Blanco

(Buffer) Est-C
:
E. coli g A
XLOLR ‘ Est-D

Est-A Est-F

4 A
E. coli
XL1-Blue MRF’ Est-E

Est-B

Figura 15. Actividad enzimatica en microplaca de la fraccién extracelular (con 3 h de
induccién con IPTG) frente a acetato de a-naftilo 3 mM, usando como revelador Fast Red
FR 1 mM. Tiempo de reaccion 20 min, a temperatura ambiente.
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De las clonas seleccionadas, Est-A y Est-C, se determind cualitativamente la actividad
enzimética frente acetato de a-naftilo de la fraccion intracelular tiempo cero (to) y de la
fraccion inducida 3 h con IPTG (Figura 16).

2) Control Est-A Est-A b)  Control Est-C Est-C
(Buffer) to (3 h de induccion) (Buffer) to (3 hdeinduccion)

Figura 16. Actividad enzimética en microplaca frente a acetato de a-naftilo 3 mM, de la
fraccion intracelular to y 3 h después de induccidn de la clona Est-A (a) y Est-C (b).
Tiempo de reaccién 20 min, a temperatura ambiente.

En la Figura 16 se observa que a los 20 min de reaccion tanto la clona Est-A como la clona
Est-C, presentan actividad enzimaética para las fracciones intracelulares inducidas 3 h en
comparacién con las muestras sin inductor, con lo que se comprueba que la sintesis de la

proteina de interés codificada en el inserto de cada clona se produce solo al inducir con IPTG.

7.4 DETERMINACION DE PESO MOLECULAR

La determinacion de peso molecular de las proteinas con actividad enzimatica frente al
sustrato cromogénico acetato de a-naftilo de la fraccion intracelular de las clonas elegidas

(Est-A y Est-C), se realiz6 mediante la técnica de electroforesis de proteinas y zimografia.

Para ello, se ajusto la cantidad de proteina cargada en cada pozo del gel de poliacrilamida a
una concentracion de 50 ug. Se utilizaron estdndares de bajo peso molecular (Biorad) y la
tincion del gel, se realiz6 con azul de Coomassie. A su vez, en la misma corrida se realizaron
ensayos de zimografia para la deteccion de actividad esterasa, ajustando a una concentracion
de 394 ug de proteina para las fracciones intracelulares de cada clona en estudio. Se revel6
la actividad “in situ” en cada gel, con acetato de a-naftilo 3 mM y Fast Blue RR 1 mM como
reactivo revelador (Figuras 17 y 18).
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Figura 17. Electroforesis de proteinas y Figura 18. Electroforesis de proteinas y
zimografia de la fraccion intracelular zimografia de la fraccion intracelular
de las muestras to y 3 h de induccion de de las muestras to y 3 h de induccion de
la clona Est-A. Gel de poliacrilamida la clona Est-C. Gel de poliacrilamida
SDS-PAGE al 12 % de gel separador y SDS-PAGE al 12 % de gel separador y
4 % de gel concentrador. 4 % de gel concentrador.
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Comparando el patron de bandeo obtenido de los geles con tincion de Coomassie con las
bandas obtenidas del ensayo de zimografia mediante la implementacion del Software Image
Lab 5.2.1 (Biorad Laboratories, 2014), se observa que la clona Est-A (Figura 17) presenta
una proteina con gran actividad enzimatica esterasa a un peso aproximado es de 44.9 KDa,
también se presenta una proteina con menor actividad enzimatica en un peso de 37.1 KDa y
dos proteinas con poca actividad de 35.0 y 27.8 KDa respectivamente. En el caso de clona
Est-C (Figura 18) se observan 4 proteinas con actividad enzimatica, dos de ellas con mayor
actividad con un peso aproximado de 44.7 KDa y 38.0 KDa, y dos proteinas con menor
actividad en un peso de 35.8 y 28.4 KDa. En ambas muestras analizadas, se observa que en
el perfil de proteinas, existe una ligera diferencia cuando se induce 3 h cada muestra, en

comparacion con el to, ya que se observan algunas bandas mas engrosadas indicativas de
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induccion. En cuanto al zimograma de ambos casos, no se muestran proteinas con actividad

enzimatica en to.

Entre ambas clonas (Figura 17 y 18) se tienen proteinas con pesos y actividades enzimaticas
muy similares (después de 3 h de induccidn). Este es un resultado no esperado, debido a que
Torres, 2016 reporta que el inserto de cada clona elegida son diferentes a nivel de secuencia
de ADN.

7.5 CARACTERIZACION ENZIMATICA

7.5.1 CARACTERIZACION DE LA PREPARACION ENZIMATICA CRUDA DE LA
CLONA Est-A

7.5.1.1 DETERMINACION DE ESPECIFICIDAD POR SUSTRATOS

Para la caracterizacion bioguimica de la fraccién intracelular de la clona Est-A, se le realiz6
la determinacidon de sustrato 6ptimo del ensayo, utilizando ésteres de p-nitrofenilo con grupos
acilo de cadena corta (C2 - Cg) y de cadena larga (Cio - C16) a una concentracion final de
0.1 mM, realizando lecturas a temperatura ambiente y utilizando condiciones neutras de pH.
Una vez cuantificado el compuesto colorido amarillo (p-nitrofenol), obtenido de la reaccion
de hidrolisis del enlace éster de cada sustrato por la accion enzimatica, los valores promedio
de cada lectura se graficaron (Anexo Il — Figura 30) con respecto al tiempo. Se determin6
la actividad volumétrica “U/mL de fraccion intracelular” (no presentado) y la actividad
especifica “U/mg de proteina” para determinar el sustrato optimo del ensayo (Tabla 3); las

unidades de actividad “U”, se representan como pumol de p-nitrofenol liberado por min.

Tabla 3. Actividad especifica y relativa de la fraccion intracelular de la clona Est-A frente a
diversos sustratos (ésteres de p-nitrofenilo), a temperatura ambiente y pH 7.

Sustrato a pH 7 Uil pﬁfﬁg]i::%‘f,ﬁﬁﬁ‘;i'%ade oroteing) | %0 Actividad relativa
Acetato de p-nitrofenilo 3.24x10* + 1.57x10°° 70.1 +3.4®
Butirato de p-nitrofenilo 4.62x10* + 5.64x10° 100.0 + 1.2W

Octanoato de p-nitrofenilo 3.55x10* + 1.13x10°° 76.8 +2.4®
Decanoato de p-nitrofenilo 1.90x10* + 3.81x10° 41.2 +8.3©)
Dodecanoato de p-nitrofenilo 1.32x10* + 8.45x10° 28.5 +1.80
Hexadecanoato de p-nitrofenilo 5.37x10° + 1.76x10° 11.6 +3.8®

Los valores mostrados son valores medios + desviacion estandar, derivados de tres experimentos independientes.
Una letra diferente indica diferencia estadisticamente significativa con a o.0s.
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Como se observa en la Tabla 3, la mayor actividad especifica a pH 7 se presenta frente al
sustrato de cadena corta butirato de p-nitrofenilo (Cs). Al realizar un andlisis estadistico
(Andlisis de varianza (Anexo Il — Tabla 11)) mediante la implementacion del Software
Minitab 17.0.2 (Minitab, 2013), con una 0=95 %, se observa que existe diferencia
significativa entre los sustratos utilizados. Al realizar un anélisis de Minima Diferencia
Significativa (LSD, por sus siglas en ingles) de Fisher a un 95 % de confianza (Anexo Il —
Tabla 12), la actividad especifica obtenida para el sustrato butirato de p-nitrofenilo es
estadisticamente diferente a los demas sustratos evaluados, por lo que para la clona Est-A

dicho sustrato es el 6ptimo.

En la Figura 19 se presentan graficamente los valores de % de actividad relativa (Tabla 3),
en el cual el 100 % corresponde al mayor valor obtenido de actividad especifica
(4.62x10™ + 5.64x10°° U/mg de proteina). Se observa que la clona Est-A presenta una mayor
actividad frente a ésteres de p-nitrofenilo con grupos acilo de cadena corta (C2 - Csg) en
comparacion con grupos de cadena larga. Teniendo una actividad enzimatica de tipo

carboxilesterasa.

Especificidad por sustrato. Est-A
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100.0 E B
80.0 =
60.0 ‘ ‘ — B
400 \ —
.
00 N

Sustrato a pH 7

% Actividad relativa

u Acetato de p-nitrofenilo m Butirato de p-nitrofenilo
u Octanoato de p-nitrofenilo Decanoato de p-nitrofenilo
® Dodecanoato de p-nitrofenilo = Hexadecanoato de p-nitrofenilo

Figura 19. Especificidad por sustrato para la clona Est-A, a temperatura ambiente y pH 7.
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7.5.1.2 DETERMINACION DE pH OPTIMO

En la determinacién de pH 6ptimo del ensayo para la fraccion intracelular de la clona Est-A,
se utilizo el sustrato optimo (butirato de p-nitrofenilo (C4)) a una concentracion final de
0.1 mM, a temperatura ambiente, en un rango de pH de ensayo de pH 5 a pH 9. Una vez
cuantificado el producto de hidrolisis (p-nitrofenol) del sustrato utilizado, por accion
enzimaética, se graficaron los valores promedio de cada medicion (Anexo Il — Figura 31). Se
determino la actividad volumétrica “U/mL de fraccion intracelular” (no presentado) y la

actividad especifica “U/mg de proteina” para determinar el pH 6ptimo del ensayo (Tabla 4).

Tabla 4. Actividad especifica y relativa de la fraccion intracelular de la clona Est-A frente al
sustrato butirato de p-nitrofenilo, a temperatura ambiente, a diversos valores de pH.

H / butirato de ivi ifi . :
P p-nitrofenilo (U (umol p_ﬁf:(')‘;g%‘:/ﬁﬁﬂ‘;?“:%ade proteina) % Actividad relativa
pH 5 0.0+0.0 0.0 +£0.0@
pH 6 0.0+0.0 0.0 £0.00)
pH 7 1.38x10™ + 1.02x10°° 42.9 3.2
pH 8 1.81x10™* + 1.56x10°® 56.1 + 4.8®)
pH 9 3.23x10* £ 5.67x10° 100.0 + 1.8W

Los valores mostrados son valores medios + desviacion estdndar, derivados de tres experimentos independientes.
Una letra diferente indica diferencia estadisticamente significativa con a o.0s.

En la Tabla 4, se observa que la mayor actividad especifica ocurre a pH 9 (3.23x10* +
5.67 x10°® U/mg de proteina). Al realizar un analisis estadistico (Anova) y un analisis por el
método LSD de Fisher, mediante la implementacion del Software Minitab 17.0.2, al 95 % de
confianza para ambos casos (Anexo Il — Tablas 15 y 16), se prueba que estadisticamente
existe diferencia entre cada valor de actividad especifica y que en relacion al pH 6ptimo del
ensayo, el pH 9 es estadisticamente diferente a los demas valores evaluados. Por lo que dicha

clona presenta frente al sustrato butirato de p-nitrofenilo un pH 6ptimo de 9.

Al comparar el valor de actividad especifica obtenido en la determinacion de sustrato éptimo
(4.62x10™ + 5.64x10°®, Tabla 3) con respecto al obtenido en la determinacion de pH dptimo
a las mismas condiciones (1.38x10™ + 1.02x10°, Tabla 4), se esperaria que fueran similares,
pero se observa que la actividad es menor. Lo cual probablemente se deba al tiempo
transcurrido entre cada determinacion (~2 semanas). Lo que indicaria una baja estabilidad de

la actividad enzimatica.
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En la Figura 20 se presentan graficamente los valores de % de actividad relativa (Tabla 4),
en el cual el 100 % corresponde al mayor valor obtenido de actividad especifica
(3.23x10™ + 5.67x10°° U/mg de proteina). Se observa que la clona Est-A presenta una mayor
actividad carboxilesterasa frente al sustrato evaluado a valores de pH basicos, que en
comparacion con valores de pH &cidos para los cuales no se detect6 actividad, debido a que
al realizar la determinacion a valores menores de pH 7 las proteinas del extracto tendian a

precipitar y por consecuente perdian la actividad.

pH 6ptimo del ensayo. Est-A
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100.0
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0.0
pH / butirato de p-nitrofenilo

% Actividad relativa

pH5 ©pH6 EpH7 EpHS8 EpH9

Figura 20. Efecto del pH en la actividad de carboxilesterasa de la clona Est-A. Frente a
butirato de p-nitrofenilo, a temperatura ambiente y diferentes valores de pH.

7.5.1.3 DETERMINACION DE TEMPERATURA OPTIMA

Al observar los valores de actividad para obtener la especificidad por sustrato (7.5.1.1) y pH
optimo (7.5.1.2) se encontrd que las enzimas de la fraccion intracelular presentaban una baja
estabilidad, entonces para los siguientes experimentos se utiliz6 una nueva preparacion

enzimatica.
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La determinacion de temperatura dptima del ensayo para la fraccién intracelular de la clona
Est-A, se realiz empleando las condiciones idoneas de actividad, es decir, a pH 9 (pH 6ptimo
del ensayo) y utilizando butirato de p-nitrofenilo (Cs) (sustrato optimo del ensayo), variando
las condiciones de temperatura del ensayo a 25°C, 30°C, 40°C y 50°C. Una vez cuantificado
el producto de hidrdlisis (p-nitrofenol) del sustrato utilizado, se graficaron los valores
promedio de cada medicion (Anexo Ill — Figura 32). Se determind la actividad volumétrica
“U/mL de fraccion intracelular” (no presentado) y la actividad especifica “U/mg de proteina”

para determinar la temperatura 6ptima del ensayo (Tabla 5).

Tabla 5. Actividad especifica y relativa de la fraccion intracelular de la clona Est-A frente al
sustrato butirato de p-nitrofenilo, a pH 9 y a distintos valores de temperatura. El ensayo se
incubd por 20 min.

bl];(iarr;\tr:)e:iztl;r-arlli/tfoﬁe?\illo (U (umol p-'r:frtcl)\fltleii?lisiﬁ()a?:r%ade proteina) % Actividad relativa
25°C 1.89x10°3 + 6.28x10° 57.9+1.9®
30°C 2.04x10° + 8.00x10° 62.7 + 2.5B)
40°C 3.26x10° + 1.55x10* 100.0 + 4.8®W
50°C 0.0+0.0 0.0 £0.0©

Los valores mostrados son valores medios + desviacion estandar, derivados de tres experimentos independientes.
Una letra diferente indica diferencia estadisticamente significativa con a o.0s.

Al realizar un analisis estadistico (Anova) y un analisis por el método LSD de Fisher de los
valores obtenidos de actividad especifica a diferentes valores de temperatura (Tabla 5),
mediante la implementacién del Software Minitab 17.0.2, al 95 % de confianza para ambos
casos (Anexo Il — Tablas 19 y 20), la actividad especifica a una temperatura de 40°C es
estadisticamente diferente a las demas temperaturas evaluadas, siendo esta la temperatura

oOptima del ensayo.

En la Figura 21 se presentan graficamente los valores de % de actividad relativa (Tabla 5) y
se observa que la clona Est-A presenta nula actividad a pH 9 con temperaturas mayores a

40°C, y presenta ~37.3 % mas actividad a 40°C que en comparacion con la obtenida a 30°C.
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Figura 21. Efecto de la temperatura del ensayo para la clona Est-A frente a butirato de
p-nitrofenilo, a pH 9 y diferentes condiciones de temperatura.

7.5.2 CARACTERIZACION DE LA PREPARACION ENZIMATICA CRUDA DE LA
CLONA Est-C

7.5.2.1 DETERMINACION DE ESPECIFICIDAD POR SUSTRATOS

Para la caracterizacion bioguimica de la fraccién intracelular de la clona Est-C, se realizo la
determinacion de especificidad por sustrato, mediante la medicion del producto de hidrolisis
(p-nitrofenol) del enlace éster de cada sustrato evaluado. Se utilizaron ésteres de p-nitrofenilo
con grupos acilo de cadena corta (C - Csg) y de cadena larga (C1o - C16) @ una concentracion
final de 0.1 mM, a pH 7 y temperatura ambiente. Se determin¢ la actividad volumétrica
“U/mL de fraccion intracelular” (no presentado) y la actividad especifica “U/mg de proteina”
para determinar el sustrato 6ptimo del ensayo (Tabla 6); las unidades de actividad “U”, se

representan como pumol de p-nitrofenol liberado por min.
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Tabla 6. Actividad especifica y relativa de la fraccion intracelular de la clona Est-C frente a
diversos sustratos (esteres de p-nitrofenilo), a temperatura ambiente y pH 7.

Sustrato a pH 7 i pﬁfﬁg‘g‘ﬁ’(‘)‘i ,ﬁs;f]‘;clif:]‘;ade oroteina) | %0 Actividad relativa
Acetato de p-nitrofenilo 4.49x10™ + 2.18x10° 85.1 +4.16
Butirato de p-nitrofenilo 5.28x10* + 1.24x10°® 100.0 + 2.4W

Octanoato de p-nitrofenilo 4.06x10* + 1.56x10° 76.9 + 3.0©)
Decanoato de p-nitrofenilo 2.21x10* £ 3.19x10° 42.0 +6.00
Dodecanoato de p-nitrofenilo 7.66x10° + 3.06x10°° 14.5 +5.80
Hexadecanoato de p-nitrofenilo 2.69x10° + 2.18x10° 51+4.10

Los valores mostrados son valores medios + desviacion estandar, derivados de tres experimentos independientes.
Una letra diferente indica diferencia estadisticamente significativa con a o.0s.

En la Tabla 6, se muestra la mayor actividad enzimética para la clona Est-C con una valor de
5.28x10* + 1.24x10° U/mg de proteina. Al realizar el analisis estadistico Anova y LSD
(Anexo IV — Tabla 23 y 24) con el Software Minitab 17.0.2, se encontr6é que la actividad
enzimatica frente al sustrato butirato de p-nitrofenilo es estadisticamente diferente a las

demés determinaciones, por lo cual dicho sustrato es considerado el 6ptimo del ensayo.

En la Figura 22 se presenta graficamente los valores de % de actividad relativa (Tabla 6),
considerando que el 100 % corresponde al valor numérico mas alto de actividad especifica.
El comportamiento observado corresponde a una actividad enzimatica de tipo
carboxilesterasa, debido a que presenta preferencia frente a sustratos con grupos acilo de
cadena corta (<Cs) con actividades superiores al 70 % que en comparacidn con sustratos con

grupos acilo de cadena larga (>C10) con actividades menores 50 %.
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Figura 22. Especificidad por sustrato para la clona Est-C, a temperatura ambiente y pH 7.
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7.5.2.2 DETERMINACION DE pH OPTIMO

La determinacion de pH 6ptimo del ensayo para la fraccion intracelular de la clona Est-C, se
utilizd el sustrato Optimo (butirato de p-nitrofenilo (C4)) a una concentracion final de
0.1 mM, a temperatura ambiente, en un rango de pH de ensayo de pH 5 a pH 9. Los valores
obtenidos se graficaron (Anexo IV- Figura 34) y se procedié a determinar la actividad

volumeétrica (no mostrada) y la actividad especifica (Tabla 7).

A pH 9 se tiene la mayor actividad especifica con un valor de 4.15x10* + 1.36x10° U/mg de
proteina (Tabla 7), dicho valor es estadisticamente diferente a valores de pH menores de 8
(Anexo IV — Tabla 27 y 28) a un nivel de confianza del 95 %.

Tabla 7. Actividad especifica y relativa de la fraccion intracelular de la clona Est-C frente al
sustrato butirato de p-nitrofenilo, a temperatura ambiente, a diversos valores de pH.

H / butirato de ivi ifi - .
° p-nitrofenilo (U (umol p-'r?;frttl)\;(le(:la(‘)(:lﬁ’lsirr)l()e?&;ade proteina) % Actividad relativa
pH 5 0.0+0.0 0.0+ 0.00
pH 6 0.0+0.0 0.0 £0.00)
pH 7 2.07x10™ + 3.59x10°® 49.9 +0.9©
pH 8 2.68x10 + 7.88x10°® 64.6 + 1.9®)
pH 9 4.15x10* + 1.36x10°® 100.0 + 0.3®W

Los valores mostrados son valores medios + desviacion estandar, derivados de tres experimentos independientes.
Una letra diferente indica diferencia estadisticamente significativa con a o.0s.

En la Figura 23, se observa graficamente que a pH 9 presenta la actividad 6ptima del ensayo
frente a butirato de p-nitrofenilo Se presenta una disminucion de ~30 % de actividad a pH 8
y del 100 % a pH acidos (en los cuales las proteinas tendian a precipitar y por consecuente a

perder su actividad).

Se esperaria que la actividad especifica en las determinaciones a pH 7 frente a butirato de
p-nitrofenilo fuera similar entre lo reportado en la Tabla 6 (5.28x10™ + 1.24x10° U/mg de
proteina,) y Tabla 7 (2.07x10* + 3.59x10® U/mg de proteina), debido a que al realizar ambas
determinaciones se utilizaron las mismas preparaciones, probablemente exista una pérdida
de estabilidad de la enzima por el tiempo de almacenamiento. Sin embargo, este efecto es
similar a lo observado en la clona Est-A, en donde existe una disminucién de ~0.00032 U/mg

de proteina entre cada determinacion para ambos casos.
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Figura 23. Efecto del pH en la actividad carboxilesterasa de la clona Est-C. Frente a
butirato de p-nitrofenilo, a temperatura ambiente y diferentes valores de pH.

7.5.2.3 DETERMINACION DE TEMPERATURA OPTIMA

Debido a la disminucidn de la actividad enzimatica observada entre las determinaciones de

especificidad por sustrato y pH 6ptimo, se utiliz6 una preparacion enzimatica fresca para esta

determinacion, empleando las condiciones 6ptimas de sustrato y pH, es decir, a pH 9 y el

sustrato butirato de p-nitrofenilo (Cs4), variando las condiciones de temperatura del ensayo a
25°C, 30°C, 40°C y 50°C. Se determind la actividad volumétrica “U/mL de fraccion

intracelular” (no presentado) y la actividad especifica “U/mg de proteina” (Tabla 8).

Tabla 8. Actividad especifica y relativa de la fraccion intracelular de la clona Est-C frente al
sustrato butirato de p-nitrofenilo, a pH 9 y a distintos valores de temperatura. El ensayo se

incubo por 10 min.

Temperatura / pH 9/
butirato de p-nitrofenilo

Actividad Especifica

(U (umol p-nitrofenol/min) / mg de proteina)

% Actividad relativa

25°C 1.89x103 + 1.13x10™* 73.8 + 4.4©)
30°C 2.12x103 + 1.65x10™* 82.9 + 6.5B)
40°C 2.56x10° + 1.34x10* 100.0 + 5.3®
50°C 0.0+0.0 0.0 + 0.0

Los valores mostrados son valores medios + desviacion estdndar, derivados de tres experimentos independientes.
Una letra diferente indica diferencia estadisticamente significativa con a o.0s.
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Al realizar el andlisis estadistico Anovay LSD (Anexo IV — Tabla 31 y 32) con el Software
Minitab 17.0.2, se tiene que a temperatura de 40°C presenta una actividad especifica de
2.56x107 £ 1.34x10* U/mg de proteina (Tabla 8) que es estadisticamente diferente a los
demés tratamientos analizados. Por lo cual, 40°C es la temperatura 6ptima del ensayo para la

fraccion intracelular de la clona Est-C.

En la Figura 24 se presentan graficamente los valores de % de actividad relativa (Tabla 8) y
se observa que la clona Est-C, presenta nula actividad carboxilesterasa a pH 9 con
temperaturas mayores a 40°C, y presenta ~26 % mas actividad a 40°C que a temperatura de
25°C.
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Figura 24. Efecto de la temperatura del ensayo para la clona Est-C frente a butirato de
p-nitrofenilo, a pH 9 y diferentes condiciones de temperatura.

8. DISCUSION DE RESULTADOS

La determinacion de la especificidad de la enzima por sustratos es importante debido a que
direcciona el posible enfoque de aplicacion industrial de las esterasas. Tanto la clona Est-A

como la clona Est-C, presentan una mayor actividad carboxilesterasa (C.-Cs) que de
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triacilglicerol lipasa (C10-C16), concordando con los resultados obtenidos en la Figura 12 y
13 y en conjunto con la caracterizacion realizada, se puede decir, que las enzimas en estudio
no pueden hidrolizar sustrato insolubles en agua (acetite de olivo) y no presentan una
aparente activacion interfacial (tapa), teniendo un comportamiento de tipo carboxilesterasa
(Bornscheuer, 2002). Este tipo de especificidad de sustrato y tipo de actividad alta frente a
sustratos de cadena corta (C2-Cg) y ligera actividad frente a sustratos con cadena larga
(C10-C16) coincide con el comportamiento reportado para otras carboxilesterasas obtenidas
de distintas bibliotecas metagendmicas como EStEP16 (acetato de p-nitrofenilo como
sustrato (C>)) (Zhu et. al., 2013), Est-gela (Kim et. al., 2015), EstWSD (Wang et. al., 2013)
y est2K (Kim et. al., 2010) (Estas ultimas enzimas presentan una actividad optima frente a
butirato p-nitrofenilo (Cs)). EStA3 enzima proveniente de Thermoanaerobacter
tengcongenesis presenta una actividad alta frente a hexanoato de p-nitrofenilo (Cs) (Rao
et. al.,, 2011) y RmEstB enzima proveniente de Rhizomucor miehei frente a acetato de
p-nitrofenilo (Cz) (Yan et. al., 2014).

En las determinaciones de pH y temperatura 6ptima del ensayo evaluadas para las fracciones
intracelulares crudas de cada clona, se observa un comportamiento similar teniendo un pH
optimo de 9 y temperaturas optimas de 40°C en ambos casos. Este comportamiento se
asemeja al pH y temperatura Optima de la carboxilesterasa ESTG34 obtenida de una
biblioteca metagenémica de composta termofilica, el cual es de pH 9 y 41°C (Ohlhoff et. al.,
2015).

La mayoria de las carboxilesterasas de origen bacteriano presentan un pH 6ptimo entre
8 - 10 como ocurre con Thermoanaerobacter tengcongenesis (Rao et. al., 2011), Bacillus
subtilis DR8806 (Asoodeh y Ghanbari, 2013), Bacillus gelatini (Kim et. al., 2015) y algunas
provenientes de distintas bibliotecas metagenémicas como EstEpl6 (Zhu et. al., 2013),
EstEH112 (Oh et. al., 2012), Est-A2, Est-B1 (Leis et. al., 2015), est01 (Cheng et. al., 2014)
entre otras. La temperatura 6ptima de carboxilesterasas que han sido reportadas esta en un
rango de 20°C - 50°C (Ohlhoff et. al., 2015).

Al presentar ambas enzimas en estudio, las condiciones Optimas antes mencionadas, se
podrian aplicar en formulaciones de detergentes, debido a que se requieren enzimas activas

y estables en medios alcalinos (pH 8 — 11) y a temperaturas elevadas que son encontradas
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en el ambiente de lavado (Borrelli y Trono, 2015). También se puden aplicar en la produccion
in situ de emulsificantes en la industria de panificacion como son: Diacilgliceroles (DAG) y
Monoacilgliceroles (MAG); asi como en la industria lactea, utilizadas para la hidrolisis de
lipidos (en acidos grasos de cadena corta) durante el proceso de maduracion de distintas

variedades de quesos.

En andlisis anteriores, Torres (2016), realiz6 la secuenciacion de los insertos de las clonas
Est-A y Est-C mediante el método de Primer Walking, y encontrd para la clona Est-A, dos
proteinas, ferredoxina (368 aa) y Oxidoreductasa (266 aa) con identidades del 99 % para
ambas y probablemente proveniente de Propionibacterium acidipropionici en ambos casos.
Para la clona Est-C se encontrd una oxidoreductasa hipotética (306 aa) probable proveniente
del microorganismo Bifidobacterium psychraerophilum con un 73 % de identidad y una
proteina de la familia de las integrasas (405 aa) proveniente de Propionibacterium
acidipropionici con un 100 % de identidad. Dichas proteinas provienen de microorganismos
que han sido identificados del metagenoma del queso Cotija. Con lo anteriormente expuesto,
se podria tratar en ambos casos de enzimas con doble actividad (actividad promiscua), las

cuales reconocerian el enlace éster de los sustratos de este estudio.

En investigaciones realizadas por otros grupos de investigacion, se observa que al realizar un
analisis de las clonas de una biblioteca metagenémica obtenida a partir de la microbiota de
rumen bovino, para la deteccién de actividad esterasa (frente a ésteres de p-nitrofenilo), los
insertos de las clonas positivas (11) a dicha actividad, se analizaron y dos clonas no
presentaban homologia con hidrolasas y correspondian a proteinas hipotéticas
(Ferrer et. al., 2005). En el 2007, se analizdé una biblioteca metagenémica de suelos y
composta, en la cual se realiz6 un escaneo en busca de actividad lipolitica (con tributirina 'y
ésteres de p-nitrofenilo como sustratos), encontrando 14 clonas positivas, de las cuales al
analizar los insertos de cada una, se encontraron 3 clonas que no presentaban similitud con
algun tipo de esterasa (clona KLO5-proteina hipotética, clona KLO7-proteina hipotética y
clona KL11-Amidasa, probable Enoyl-CoA-hidratasa/isomerasa) pero que presentaban

actividad frente a butirato de p-nitrofenilo principalmente (Lammle et. al., 2007).
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La posibilidad de encontrar esterasas “verdaderas” mediante el escaneo de una biblioteca
metagendmica en busca de actividad lipolitica es baja. Algunos autores han reportado el
andlisis de miles de clonas en busqueda de actividad lipolitica y la posibilidad de encontrar
una clona positiva es baja, como en el caso de una biblioteca a partir de: biogas con 1 positiva
de 9,600 clonas analizadas (Cheng et. al., 2014), composta y suelos con 14 positivas de
21,000 clonas (Lammle et. al., 2007), composta fermentada con 19 positivas de 23,400 clonas
(Kim et. al., 2010), suelo con 19 positivas de 48,000 clonas (Wang et. al., 2013), composta
con 25 positivas de 110,592 clonas analizadas (Ohlhoff et. al., 2015), agua de estanque 1
positiva de 2,727 clonas (Ranjan et. al., 2005; Steele et. al., 2009), y 13 positivas de 100,000
clonas analizadas provenientes de queso Cotija (Torres, 2016) las cuales algunas pertenecen
a las clonas tratadas en el presente trabajo, entre otras. Poniendo de manifiesto que se

deberian probar mas clonas para encontrar la actividad enzimatica de interés.
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9. CONCLUSIONES

» Laactividad enzimaética de las clonas Est-A y Est-C es de tipo carboxilesterasa.

» Se observo cualitativamente una mayor actividad enzimatica en la fraccion
intracelular que en la fraccion extracelular de cada clona evaluada.

» El perfil electroforético y la actividad esterasa revelada por zimografia fue muy
similar para ambas clonas, ya que presentaron proteinas con dicha actividad de 45,
38, 35y 28 KDa.

» Las preparaciones enzimaticas intracelulares crudas para ambas clonas, presentaron
caracteristicas bioquimicas similares, ya que tuvieron una mayor especificidad por
sustratos con grupos acilo de cadena corta (butirato de p-nitrofenilo (Ca4)), pH 6ptimo

de 9 y una temperatura éptima de 40°C.
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10. PERSPECTIVAS

» Establecer una técnica de purificacion adecuada para las enzimas de las clonas
evaluadas.

» ldentificacion de las proteinas puras con actividad enzimatica para cada clona
evaluada.

» Evaluar bioguimicamente la actividad enzimatica de la enzima pura y realizar la
comparacion contra los resultados obtenidos en este proyecto.

» Realizar pruebas de estabilidad para posible aplicacion biotecnoldgica.
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1. MEDIOS DE CULTIVO

1.1 Medio caldo Luria-Bernati (LB) con kanamicina. Medio para el crecimiento de las
clonas esterasa positivas aisladas de la biblioteca metagenémica del queso Cotija.

Formulacion Para 100 mL de medio.
Bacto-triptona (BD) 109
NaCl (J.T. Baker) 10g
Extracto de levadura (BD) 059
Agua desionizada completar hasta 100 mL
Ajustar apH 7.5
50 mg/mL de kanamicina (estéril) (Sigma) 100 uL

Elaboracién:

1. Agregar bacto-triptona, NaCl y extracto de levadura, disolverlos en agua
desionizada. AjustarapH 7.5 .

2. Esterilizar en autoclave (121°C / 15 min).
3. Dejar enfriar a 55°C, adicionar kanamicina y homogeneizar.

1.2 Medio caldo LB con glicerol y kanamicina. Medio para la conservacion y
almacenamiento de las clonas esterasa positivas aisladas de la biblioteca metagenémica de

queso Cotija.

Formulacion Para 100 mL de medio.

Bacto-triptona (BD) 1049

NaCl (J.T. Baker) 109

Extracto de levadura (BD) 059

Agua desionizada completar hasta 100 mL
AjustarapH 7.5

Glicerol (estéril) (Sigma) 20 mL

50 mg/mL de kanamicina (estéril) (Sigma) 100 uL

Elaboracion:

1. Agregar bacto-triptona, NaCl y extracto de levadura, disolverlos en agua
desionizada. Ajustar apH 7.5.

2. Esterilizar en autoclave (121°C / 15 min).
3. Adicionar glicerol estéril y disolver en el medio LB.

4. Dejar enfriar a 55°C, adicionar kanamicina y homogeneizar.
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1.3 Medio sélido LB con tributirina, kanamicina e isopropil-p-D-1-tiogalactopiranosido
(IPTG). Medio para la expresioén enzimética carboxilesterasa de clonas esterasa positivas
aisladas de la biblioteca metagenémica del queso Cotija.

Formulacion Para 100 mL de medio.

Bacto-triptona (BD) 109

NaCl (J.T. Baker) 10g

Extracto de levadura (BD) 059

Agua desionizada completar hasta 100 mL
Tributirina (Sigma) 1mL
AjustarapH 7.5

Agar (BD) 159

50 mg/mL de kanamicina (estéril) (Sigma) 100 uL

IPTG 100mM (estéril) (Sigma) 400 uL

Elaboracién:

1. Agregar bacto-triptona, NaCl y extracto de levadura y disolverlos en
agua desionizada. Ajustar apH 7.5 .

2. Adicionar tributirina y emulsificar con Ultraturax T25 a velocidad minima
de 2 a 3 minutos.

3. Adicionar agar, disolver y esterilizar en autoclave (121°C / 15 min).
4. Dejar enfriar a 55°C, adicionar kanamicina e IPTG (estériles) y mezclar.

5. Verter el medio en cajas Petri.

1.4 Medio so6lido LB con aceite de olivo, kanamicina e IPTG. Medio para la expresion
enzimatica triacilglicerol lipasa de clonas esterasa positivas aisladas de la biblioteca
metagendmica del queso Cotija.

Formulacion Para 100 mL de medio.

Bacto-triptona (BD) 1049

NaCl (J.T. Baker) 109

Extracto de levadura (BD) 059

Agua desionizada completar hasta 100 mL

Ajustar apH 7.5

Emulsién (O/W) de acetite de olivo al 20 % (v/v) estéril 5mL

Agar (BD) 159

50 mg/mL de kanamicina (estéril) (Sigma) 100 puL

IPTG 100mM (estéril) (Sigma) 400 puL

61



Anexo |

Elaboracion (continuacion):

1. Agregar bacto-triptona, NaCl y extracto de levadura y disolverlos en
agua desionizada. Ajustar apH 7.5 .

2. Adicionar agar, disolver y esterilizar en autoclave (121°C / 15 min).
3. Adicionar emulsion de aceite de olivo previamente estéril.

4. Dejar enfriar a 55°C, adicionar kanamicina e IPTG y mezclar.

5. Verter el medio en cajas Petri.

1.5 Medio caldo LB con tetraciclina. Medio para el crecimiento del microorganismo
hospedero (control negativo) de la biblioteca metagenémica del queso Cotija.

Formulacion Para 100 mL de medio.
Bacto-triptona (BD) 10¢g
NaCl (J.T. Baker) 109
Extracto de levadura (BD) 059
Agua desionizada completar hasta 100 mL
AjustarapH 7.5
5 mg/mL de tetraciclina (estéril) (Sigma) 250 uL

Elaboracién:

1. Agregar bacto-triptona, NaCl y extracto de levadura, disolverlos en agua
desionizada. AjustarapH 7.5 .

2. Esterilizar en autoclave (121°C / 15 min). Dejar enfriar a 55°C, adicionar
tetraciclina y homogeneizar.

2. SOLUCIONES ESTANDAR

2.1 Emulsion (O/W) de aceite de olivo al 20 % (v/v). Solucion que contiene el sustrato
utilizado para realizar medio sélido LB con aceite de olivo, kanamicina e IPTG.

Formulacion Para 5 mL de preparacion
Aceite de olivo (Sigma) 1mL
Goma arabiga (Sigma) 200 mg
Agua desionizada completar hasta 5mL
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Elaboracion (continuacion):

1. Disolver goma ardbiga en agua desionizada a 90°C.

2. Adicionar aceite de olivo y emulsificar con Ultraturax T25 a velocidad
minima de 2 a 3 minutos.

3. Dejar reposar la solucion durante 20 min, a temperatura ambiente.

4. Esterilizar en autoclave (121°C / 15 min).

2.2 Buffer de fosfato de potasio 100 mM, pH 7.5. Solucion utilizada como amortiguador
de pH.

Formulacion Para 100 mL de preparacion
KH2PO4 (J.T. Baker) 0.23¢g
K2HPO4 (J.T. Baker) 1.45¢g
Agua desionizada y filtrada 100 mL

Elaboracién:

1. Agregar KH2PO4 y KoHPOg4, disolverlos en agua desionizada filtrada.
AjustarapH 7.5 .

2. Esterilizar en autoclave (121°C / 15 min).

3. Almacenar a 4°C.

2.3 Solucién de resuspension. Solucion utilizada para resuspender y solubilizar proteinas
del contenido celular de las clonas esterasa positivas aisladas de la biblioteca metagenémica
del queso Caotija.

Para 100 mL de

Formulacion i
preparacion
Glicerol (Sigma) 10 mL
EDTA (USBiological) 37.2 mg
NaCl (J.T. Baker) 1.75¢
Buffer de fosfato de potasio 50 mM, pH 7.5, completar 100 mL
hasta
Elaboracion:

1. Pesar y disolver EDTA y NaCl en buffer de fosfato de potasio 50 mM,
pH 7.5.

2. Adicionar glicerol y homogeneizar.
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2.4 Reactivo revelador R (Fast Red TR [1 mM]). Solucion utilizada para la deteccion de
la actividad esterasa.

Para 10 mL de

Formulacion -
preparacion
Fast Red TR (Sigma) 2.57 mg
Tritéon X-100 (Sigma) 10 ul
Buffer de fosfato de potasio 100 mM, pH 7.5, completar 10 mL
hasta
Elaboracion:

1. Disolver Fast Red TR en buffer de fosfato de potasio 100 mM, pH 7.5.

2. Adicionar y homogeneizar triton X-100 .

2.5 Reactivo revelador B (Fast Blue RR [1 mM]). Solucién utilizada para la deteccion de
la actividad esterasa.

Para 10 mL de

Formulacion —
preparacion
Fast Blue RR (Sigma) 3.88 mg
Tritéon X-100 (Sigma) 10 uL
Buffer de fosfato de potasio 100 mM, pH 7.5, completar 10 mL
hasta
Elaboracion:

1. Disolver Fast Blue RR en buffer de fosfato de postasio 100 mM, pH 7.5.

2. Adicionar y homogeneizar triton X-100 .

2.6 Buffer de acetatos 0.5 M, pH 5. Solucion amortiguadora de pH utilizada en la
caracterizacion bioquimica de las enzimas en estudio.

Formulacion Para 100 mL de preparacion
Acetato de sodio (J.T. Baker) 4.09¢
Acido acético glacial (J.T. Baker) 1.09 mL
Agua desionizada y filtrada completar hasta 100 mL
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Elaboracion (continuacion):

1. Disolver el acetato de sodio en agua desionizada filtrada, posteriormente
adicionar el acido acético glacial. Ajustar a pH 5.

2. Esterilizar en autoclave (121°C / 15 min).
3. Almacenar a 4°C.

2.7 Buffer de fosfato de potasio 0.5 M, pH 6. Solucion amortiguadora de pH utilizada en
la caracterizacion bioquimica de las enzimas en estudio.

Formulacion Para 100 mL de preparacion
KH2POg4 (J.T. Baker) 5.85¢
K2HPO4 (J.T. Baker) 1229
Agua desionizada y filtrada 100 mL

Elaboracién:

1. Agregar KH2PO4 y KoHPOQg4, disolverlos en agua desionizada filtrada.
Ajustar a pH 6.

2. Esterilizar en autoclave (121°C / 15 min).
3. Almacenar a 4°C.

2.8 Buffer de fosfato de potasio 0.5 M, pH 7. Solucién amortiguadora de pH utilizada en
la caracterizacion bioquimica de las enzimas en estudio.

Formulacion Para 100 mL de preparacion
KH2POg4 (J.T. Baker) 2.59¢
K2HPO4 (J.T. Baker) 5239
Agua desionizada y filtrada 100 mL

Elaboracién:

1. Agregar KH2POs y KoHPOQ4, disolverlos en agua desionizada filtrada.
Ajustar a pH 7.

2. Esterilizar en autoclave (121°C / 15 min).

3. Almacenar a 4°C.
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2.9 Buffer tris base 0.5 M, pH 8 o 9. Solucién amortiguadora de pH utilizada en la
caracterizacion bioquimica de las enzimas en estudio.

Formulacion Para 100 mL de preparacion
Tris base (Biorad) 6.06 g
Agua desionizada y filtrada 100 mL

Elaboracién:

1. Disolver tris base en agua desionizada filtrada y ajustar a pH 8 0 9 con HCI.
2. Esterilizar en autoclave (121°C / 15 min).

3. Almacenar a 4°C.

3. SUSTRATOS

3.1 Isopropil-p-D-1-tiogalactopiranosido (IPTG) [100 mM]. Sustrato utilizado como
inductor para la produccién enzimatica de las clonas esterasa positivas.

Formulacion Para 10 mL de preparacion
IPTG (Sigma) 0.24¢g
Agua grado biologia molecular 10 mL

Elaboracién:

1. Disolver IPTG en agua grado biologia molecular.

2. Homogeneizar y esterilizar por filtracion mediante la implementacion de
Millex con tamafio de poro de 0.22 pum.

3. Realizar alicuotas y almacenar a -20°C.

3.2 Sustrato A (Acetato de a-naftilo [3 mM]). Solucion que contiene el sustrato utilizado
para la deteccidn de actividad esterasa.

. Para 10 mL de
Formulacion -
preparacion
Acetato de a-naftilo (Sigma) 5.59 mg
Acetona (J.T. Baker) 1.0 mL
Buffer de fosfato de potasio 100 mM, pH 7.5, completar 10 mL

hasta
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Elaboracion (continuacion):

1. Disolver acetato de o-naftilo en acetona.
2. Adicionar buffer de fosfato de potasio 100 mM, pH 7.5.

3. Homogeneizar.

3.3 p-nitrofenol grado espectrofotométrico [1 mM]. Reactivo utilizado para realizar la
curva patron.

Formulacion Para 1 mL de preparacion
p-nitrofenol grado espectrofotométrico (Fluka) 0.14 mg
Alcohol absoluto (Analityc) 1mL

Elaboracién:

1. Disolver completamente p-nitrofenol grado espectrofotométrico en alcohol
absoluto.

3.4 Esteres de p-nitrofenilo [1 mM]: Sustratos utilizados para la caracterizacion bioquimica
en término de sustrato optimo del ensayo.

Formulacion Para 1 mL de cada preparacion

Acetato de p-nitrofenilo (Sigma) 0.18 mg
Butirato de p-nitrofenilo (Sigma) 0.21 mg
Octanoato de p-nitrofenilo (Sigma) 0.26 mg
Decanoato de p-nitrofenilo (Sigma) 0.29 mg
Dodecanoato de p-nitrofenilo (Sigma) 0.32 mg
Hexadecanoato de p-nitrofenilo (Sigma) 0.38 mg
Alcohol absoluto (Analityc) para cada uno 1mL

Elaboracién:

1. Disolver completamente cada uno de los ésteres de p-nitrofenilo en alcohol
absoluto.

2. Almacenar cada reactivo a -20°C maximo 7 dias.
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4. REACTIVOS PARA ELECTROFORESIS

4.1 Solucion de acrilamida al 30 % (w/v). Solucion soporte utilizada para realizar geles de
poliacrilamida SDS-PAGE.

Formulacion Para 100 mL de preparacion
Acrilamida (Biorad) 29.2 g
N“N"-bis-metilen-acrilamida (Biorad) 08¢
Agua desionizada y filtrada 100 mL

Elaboracioén:

1. Agregar acrilamida y N"N’"-bis-metilen-acrilamida, disolverlos en agua
desionizada y filtrada.

2. Almacenar a 4°C, en condiciones de obscuridad.

4.2 SDS 10 % (w/v). Solucion desnaturalizante de proteinas utilizada para realizar geles de
poliacrilamida SDS-PAGE.

Formulacion Para 100 mL de preparacion
SDS (Biorad) 10.0¢g
Agua desionizada y filtrada 100 mL

Elaboracion:
1. Disolver SDS en agua desionizada filtrada y caliente.
2. Almacenar a temperatura ambiente.

4.3 1.5 M Tris-HCI, pH 8.8. Solucién amortiguadora utilizada para realizar geles de
poliacrilamida SDS-PAGE.

Formulacion Para 100 mL de preparacion
Tris base (Biorad) 18.15¢
Agua desionizada y filtrada 100 mL

Elaboracion:

1. Disolver tris base en agua desionizada filtrada.
2. Ajustar a pH 8.8.

3. Almacenar a 4°C.
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4.4 0.5 M Tris-HCI, pH 6.8. Solucién amortiguadora utilizada para realizar geles de
poliacrilamida SDS-PAGE.

Formulacion Para 100 mL de preparacion
Tris base (Biorad) 6.09
Agua desionizada y filtrada 100 mL

Elaboracién:

1. Disolver tris base en agua desionizada filtrada.
2. Ajustar a pH 6.8.

3. Almacenar a 4°C.

4.5 Azul de bromofenol 0.5 % (w/v). Solucién utilizada para realizar buffer de carga
desnaturalizante.

Formulacion Para 1 mL de preparacion
Azul de bromofenol (Merck) 5mg
Alcohol absoluto (Analityc) completar hasta 1mL

Elaboracién:

1. Disolver azul de bromofenol en alcohol absoluto.

4.6 Persulfato de amonio (APS) 10 % (w/v). Agente oxidante utilizado para realizar geles
de poliacrilamida SDS-PAGE.

Formulacion Para 1 mL de preparacion
APS (Biorad) 100 mg
Agua desionizada y filtrada 1mL

Elaboracién:

1. Disolver y homogeneizar APS en agua desionizada filtrada.

2. Almacenar a -20°C.
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4.7 Buffer de carga desnaturalizante. Solucion utilizada para cargar muestra en geles de
poliacrilamida SDS-PAGE.

Formulacion Para 9.5 mL de preparacion
0.5 M Tris-HCI, pH 6.8 1.25mL
Glicerol (Sigma) 2.5 mL
SDS 10 % (w/v) 2.0mL
Azul de bromofenol 0.5 % (w/v) 0.2mL
Agua desionizada y filtrada 3.55 mL

A 950 uL de buffer de carga adicionar 50 uL de B-mercaptoetanol (Sigma) antes de
utilizar. Diluir la muestra al menos 1:2 con el buffer de carga.

Elaboracién:

1. Disolver y homogeneizar 0.5 M Tris-HCI, pH 6.8, glicerol y agua
desionizada filtrada.

2. Adicionar a lamezcla la solucién de SDS 10 % (w/v), agitando suavemente.

3. Adicionar azul de bromofenol 0.5 % (w/v), realizar alicuotas y adicionar
[-mercaptoetanol.

4. Almacenar a 4°C.

4.8 10x Buffer de corrida o tanque desnaturalizante, pH 8.3. Solucion utilizada para
conducir carga eléctrica a través de geles de poliacrilamida desnaturalizantes.

Formulacion Para 1 L de preparacion
Tris base (Biorad) 30.3¢g
Glicina (Biorad) 1440¢g
SDS (Biorad) 10.0¢g
Agua desionizada filtrada 1L

Elaboracién:

1. Adicionar poco a poco la glicina en aproximadamente 800 mL de agua
desionizada filtrada hasta disolver por completo.

2. Adicionar tris base hasta disolverlo y llevar el volumen a 1 L con agua
desionizada y filtrada.

3. Una vez ajustado el volumen adicionar espatula a espatula SDS hasta
disolverlo por completo.

4. Almacenar a 4°C. Nota: No ajustar pH
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4.9 Gel separador 12 % (v/v) de solucion de acrilamida. Solucion para elaborar geles de
poliacrilamida desnaturalizantes.

Formulacion Para 10 mL de preparacion
1.5 M Tris-HCI pH 8.8 2.5mL
SDS al 10 % (w/v) 100 uL
Agua desionizada y filtrada 3.35mL
Solucion de acrilamida al 30 % (w/v) 4 mL
APS al 10 % (w/v) 50 uL
TEMED (Biorad) 5uL

Elaboracién:

1. Adicionar y mezclar solucion de 1.5 M Tris-HCI pH 8.8, SDS al 10 % (w/v),
agua desionizada y filtrada, solucion de acrilamida al 30 % (w/v).

2. Posteriormente adicionar APS al 10 % (w/v) y TEMED.

4.10 Gel concentrador 4 % (v/v) de solucion de acrilamida. Solucion para elaborar geles
de poliacrilamida desnaturalizantes.

Formulacion Para 5 mL de preparacion
0.5 M Tris-HCI pH 6.8 1.25 mL
SDS al 10 % (w/v) 50 uL
Agua desionizada y filtrada 3.05mL
Solucién de acrilamida al 30 % (w/v) 0.665 mL
APS al 10 % (w/v) 25 ul
TEMED (Biorad) 5uL

Elaboracién:

1. Adicionar y mezclar solucion de 0.5 M Tris-HCI pH 6.8, SDS al 10 %
(w/v), agua desionizada filtrada, solucion de acrilamida al 30 % (w/v).

2. Posteriormente adicionar APS al 10 % (w/v) y TEMED.
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4.11 Estandares de bajo peso molecular: Solucion utilizada como referencia de pesos
(KDa) de proteinas en geles de poliacrilamida desnaturalizantes.

Formulacion Para 60 pL de preparacion
SDS PAGE STD Low range (Biorad) 3 uL
Buffer de carga desnaturalizante, completar hasta 60 pL

Elaboracién:

1. Adicionar y mezclar SDS PAGE Low range con buffer de carga
desnaturalizante.

2. Calentar solucion a 95°C, durante 5 min.

3. Almacenar a -20°C.

4.12 Solucién tefiidora de azul de Coomassie: Solucién utilizada para formar complejo
colorido y tefiir proteinas “in Situ” en geles de poliacrilamida desnaturalizantes.

Formulacion Para 100 mL de preparacion
Azul de Coomassie G-250 (Biorad) 100.0 mg
Metanol (J.T. Baker) 25 mL
Acido acético glacial (J.T. Baker) 5mL
Agua desionizada y filtrada, completar hasta 100 mL

Elaboracién:

1. Disolver y homogeneizar azul de Coomassie G-250 en metanol.
2. Adicionar acido acético glacial y agua desionizada y filtrada.

3. Almacenar a temperatura ambiente.

Nota: Este reactivo no se podra reutilizar mas de 5 veces.

4.13 Solucion destefiidora: Solucion utilizada para solubilizar soluciéon tefiidora utilizada en
geles de poliacrilamida desnaturalizantes.

Formulacion Para 100 mL de preparacion
Metanol (J.T. Baker) 10 mL
Acido acético glacial (J.T. Baker) 10 mL
Agua desionizada filtrada completar hasta 100 mL
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Elaboracion (continuacion):

1. Adicionar y homogeneizar metanol, acido acético glacial y agua
desionizada.

2. Almacenar a temperatura ambiente.

4.14 Tritdn X-100 al 5 % (v/v). Solucion renaturalizante de proteinas para zimografia en la
deteccion de actividad enzimatica “in situ” de las clonas esterasa positivas.

Para 100 mL de

Formulacion i
preparacion
Triton X-100 (Sigma) 5mL
Buffer de fosfato de potasio 100 mM, pH 7.5, completar 100 mL
hasta
Elaboracion:

1. Disolver y homogeneizar tritdn X-100 en buffer de fosfato de potasio
100 mM, pH 7.5.

2. Almacenar a temperatura ambiente.

5. ANTIBIOTICOS

5.1 Kanamicina [50 mg/mL]. Antibiotico utilizado para realizar medio selectivo.

Formulacién Para 10 mL de preparacion
Sulfato de Kanamicina (Sigma) 500.0 mg
Agua grado biologia molecular 10 mL

Elaboracién:

1. Disolver kanamicia en agua grado biologia molecular.

2. Homogeneizar y esterilizar por filtracion mediante la implementacion de
Millex con tamafio de poro de 0.22 um.

3. Realizar alicuotas y almacenar a 4°C, en condiciones de obscuridad.
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5.2 Tetraciclina [5 mg/mL]. Antibiotico utilizado para realizar medio selectivo.

Para 10 mL de

Formulacion .,
preparacion
Tetraciclina (Sigma) 50.0 mg
Etanol absoluto al 95 % (v/v), en agua grado biologia 10 mL
molecular
Elaboracion:

1. Disolver tetraciclina en etanol absoluto al 95 % (v/v).

2. Homogeneizar y esterilizar por filtracion mediante la implementacion de
Millex con tamafo de poro de 0.22 um.

3. Realizar alicuotas y almacenar a 4°C, en condiciones de obscuridad.
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ANEXO 11

1. CURVAS PATRON DE p-NITROFENOL A DISTINTOS VALORES DE pH
UTILIZADOS EN LA CARACTERIZACION ENZIMATICA

Curva patrona pH 5
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Figura 25. Curva patron de p-nitrofenol a pH 5 (buffer de acetatos 0.5 M). Presentacion del
valor promedio de las mediciones (triplicado) asi como su desviacidn estandar.

Curva patron a pH 6
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Figura 26. Curva patron de p-nitrofenol a pH 6 (buffer de fosfato de potasio 0.5 M).
Presentacion del valor promedio de las mediciones (triplicado) asi como su desviacién
estandar.

75



Anexo Il

Curva patron a pH 7
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Figura 27. Curva patron de p-nitrofenol a pH 7 (buffer de fosfato de potasio 0.5 M).
Presentacion del valor promedio de las mediciones (triplicado) asi como su desviacion
estandar.

Curva patron a pH 8
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Figura 28. Curva patrén de p-nitrofenol a pH 8 (buffer tris base 0.5 M). Presentacion del
valor promedio de las mediciones (triplicado) asi como su desviacién estandar.

Curva patronapH 9
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Figura 29. Curva patron de p-nitrofenol a pH 9 (buffer tris base 0.5 M). Presentacion del
valor promedio de las mediciones (triplicado) asi como su desviacién estandar.
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ANEXO 111

1. RESULTADOS DE LA CARACTERIZACION DE LA PREPARACION
ENZIMATICA CRUDA DE LA CLONA Est-A

1.1 ESPECIFICIDAD DE SUSTRATO DEL ENSAYO

1.1.1 Actividad enzimatica frente a ésteres de p-nitrofenilo de la fraccion intracelular.

Hidrolisis de ésteres de p-nitrofenilo a pH 7 de la clona

Est-A.
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Figura 30. Valores de absorbancia a A=420nm de p-nitrofenol liberado de la hidroélisis de
cada sustrato evaluado, a temperatura ambiente y pH 7. Presentacion del valor promedio de
tres mediciones y desviacion estandar para cada punto.

Tabla 9. Resultados de regresiones lineales para cada uno de los sustratos evaluados.

Sustrato Ecuacion de la recta R?
Acetato de p-nitrofenilo y = 0.0066x + 0.2926 | R?2 = 0.9922
Butirato de p-nitrofenilo y =0.0095x + 0.2996 | R =0.9978
Octanoato de p-nitrofenilo y =0.0073x + 0.2836 | R2=0.9878
Decanoato de p-nitrofenilo y =0.0039x + 0.2839 | R2=0.9917
Dodecanoato de p-nitrofenilo | y =0.0027x + 0.3167 | R2=0.9144
Hexadecanoato de p-nitrofenilo | y = 0.0011x + 0.3542 | R?2 = 0.9823
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1.1.2 Anadlisis estadistico de la actividad enzimatica observada para la determinacién de

sustrato 6ptimo del ensayo.

Tabla 10. Mediciones independientes de la actividad especifica.

Sustrato (U (umol p-ﬁﬁéﬁiﬁ/iﬁﬁ?iﬂ?de proteina)
Acetato de p-nitrofenilo 3.42x10*
Acetato de p-nitrofenilo 3.17x10*
Acetato de p-nitrofenilo 3.12x10*
Butirato de p-nitrofenilo 4.59x10*
Butirato de p-nitrofenilo 4.69x10*
Butirato de p-nitrofenilo 4.59x10*
Octanoato de p-nitrofenilo 3.61x10*
Octanoato de p-nitrofenilo 3.42x10*
Octanoato de p-nitrofenilo 3.61x10*
Decanoato de p-nitrofenilo 2.10x10*
Decanoato de p-nitrofenilo 1.46x10*
Decanoato de p-nitrofenilo 2.15x10*

Dodecanoato de p-nitrofenilo 1.27x10*

Dodecanoato de p-nitrofenilo 1.42x10*

Dodecanoato de p-nitrofenilo 1.27x10*
Hexadecanoato de p-nitrofenilo 3.42x10°
Hexadecanoato de p-nitrofenilo 5.86x10°
Hexadecanoato de p-nitrofenilo 6.83x10°

Tabla 11. Andlisis de Varianza para determinacion del sustrato 6ptimo del ensayo.
Fuente GL  SC Ajust. MC Ajust. Valor Fexp, Valor Feapia
Sustrato 5 3.52x107  7.04x10°® 188.72 3.106
Error 12 4.48x10° 3.73x10°7%°
Total 17 3.57x10”
Valor Fexp > Valor Fubia 0.0s = Si hay diferencia significativa.

Tabla 12. Método LSD de Fisher con confianza de 95 %.

Sustrato N Media  Agrupacion
Butirato de p-nitrofenilo 3 4.621x10* A
Octanoato de p-nitrofenilo 3  3.547x10* B
Acetato de p-nitrofenilo 3  3.238x10* B
Decanoato de p-nitrofenilo 3 1.904x10* C
Dodecanoato de p-nitrofenilo 3 1.318x10* D
Hexadecanoato de p-nitrofenilo 3 5.37x10° E
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1.2 pH OPTIMO DEL ENSAYO

Anexo Il (Est-A)

1.2.1 Actividad enzimatica frente a butirato de p-nitrofenilo de la fraccion intracelular a

distintos valores de pH.

Hidrdlisis de butirato de p-nitrofenilo a distintos valores de pH
para la clona Est-A.
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Figura 31. Valores de absorbancia a A=420nm de p-nitrofenol liberado de la hidroélisis de
butirato de p-nitrofenilo evaluado a temperatura ambiente, a distintos valores de pH.
Presentacion del valor promedio de tres mediciones y desviacion estandar para cada punto.

Tabla 13. Resultados de regresiones lineales para cada uno de los pHs evaluados.

pH Ecuacion de la recta R?

pH 5 (Buffer de acetatos) -- --

pH 6 (Buffer de fosfato de potasio) -- --
pH 7 (Buffer de fosfato de potasio) | y = 0.0028x + 0.0818 | Rz =0.9897
pH 8 (Buffer Tris base) y =0.0077x + 0.1828 | R?2 = 0.9886
pH 9 (Buffer Tris base) y=0.0174x + 0.171 | R2=0.9678
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1.2.2 Andlisis estadistico de la actividad enzimética observada para la determinacion de pH
Optimo del ensayo.

Tabla 14. Mediciones independientes de la actividad especifica.

T B PRI (U (umol p—'r?g(t:rté\;gﬁ/ﬁsirr)]‘)aiirrl%ade proteina)
pH 5 0.0
pH5 0.0
pH 5 0.0
pH 6 0.0
pH 6 0.0
pH 6 0.0
pH 7 1.46x10*
pH 7 1.27x10*
pH 7 1.42x10*
pH 8 1.85x10*
pH 8 1.94x10*
pH 8 1.64x10*
pH 9 3.29x10*
pH9 3.21x10*
pH 9 3.18x10*

Tabla 15. Andlisis de Varianza para pH éptimo del ensayo.

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor Fexp  Valor Frabla
pH / butirato de p-NF 4 2.21x107  5.51x103 728.78 3.478
Error 10 7.57x10° 7.57x101
Total 14 2.21x107

Valor Fexp > Valor Fubia 0.0s = Si hay diferencia significativa.

Tabla 16. Método LSD de Fisher con confianza de 95 %.

pH / butirato de p-NF N Media Agrupacion
pH 9 3 3.225x10%* A
pH 8 3 1.810x10* B
pH 7 3 1.383x10* C
pH 6 3 0.0 D
pH 5 3 0.0 D
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1.3 TEMPERATURA OPTIMA DEL ENSAYO

1.3.1 Actividad enzimética frente a butirato de p-nitrofenilo de la fraccion intracelular a
pH 9y diferentes valores de temperatura.

Hidrdlisis de butirato de p-nitrofenilo y pH 9 a diferentes valores
de temperatura para la clona Est-A.

=420 nm

Abs A

X X X
10 15 20 25

tiempo (min)

o
X
o X

©25°C O30°C A40°C X50°C

Figura 32. Valores de absorbancia a A=420nm de p-nitrofenol liberado de la hidroélisis de
butirato de p-nitrofenilo evaluado a pH 9, a distintos valores de temperatura. Presentacion
del valor promedio de tres mediciones y desviacién estandar para cada punto.

Tabla 17. Resultados de regresiones lineales para cada valor de temperatura evaluada.

Temperatura | Ecuacion de la recta R?
25°C y=0.0171x + 0.1786 | R2=0.9451

30°C y =0.0185x + 0.303 | R2=10.9384
40°C y =0.0295x + 0.2721 | R?2 = 0.9653

50°C - -
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Anexo Il (Est-A)

1.3.2 Anadlisis estadistico de la actividad enzimatica observada para la determinacién de

temperatura 6ptima del ensayo.

Tabla 18. Mediciones independientes de la actividad especifica.

Temperatura / butirato de p-nitrofenilo / pH 9 U (i p_ﬁf::)‘%?}ﬁ /E]sifl(;?'gza de proteina)
25°C 1.83x10°3
25°C 1.87x10°®
25°C 1.96x10°3
30°C 2.13x10°3
30°C 2.00x10°®
30°C 1.99x10°®
40°C 3.40x10°
40°C 3.27x10°3
40°C 3.09x10°3
50°C 0.0
50°C 0.0
50°C 0.0

Tabla 19. Andlisis de Varianza para temperatura 6ptima del ensayo.

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor Fexp Valor Ftabia
Temperatura 3  1.63x10° 5.43x10°®  630.25 4.066
Error 8 6.89x10% 8.61x10°
Total 11  1.64x10°

Valor Fexp > Valor Frania 00.05s = Si hay diferencia significativa.

Tabla 20. Método LSD de Fisher con confianza de 95 %.

Temperatura / butirato de p-NF/pH9 N Media  Agrupacion
40°C 3 3.2566x10° A
30°C 3 2.0409x1073 B
25°C 3 1.8862x107 B
50°C 3 0.0 C
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Anexo IV (Est-C)

ANEXO IV

1. RESULTADOS DE LA CARACTERIZACION DE LA PREPARACION
ENZIMATICA CRUDA DE LA CLONA Est-C

1.1 ESPECIFICIDAD DE SUSTRATO DEL ENSAYO

1.1.1 Actividad enzimatica frente a ésteres de p-nitrofenilo de la fraccion intracelular.

Hidrolisis de ésteres de p-nitrofenilo a pH 7 de la clona

Est-C.
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® decanoato de p-nitrofenilo dodecanoato de p-nitrofenilo hexadecanoato de p-nitrofenilo

Figura 33. Valores de absorbancia a A=420nm de p-nitrofenol liberado de la hidrdlisis de
cada sustrato evaluado, a temperatura ambiente y pH 7. Presentacion del valor promedio de
tres mediciones y desviacion estandar para cada punto.

Tabla 21. Resultados de regresiones lineales para cada uno de los sustratos evaluados.

Sustrato Ecuacion de la recta R?
Acetato de p-nitrofenilo y =0.0072x + 0.2871 | R2 = 0.996
Butirato de p-nitrofenilo y = 0.0085x + 0.3096 | R? = 0.9966
Octanoato de p-nitrofenilo y = 0.0065x + 0.3039 | R2=0.9974
Decanoato de p-nitrofenilo | y =0.0036x + 0.306 | R?=0.995
Dodecanoato de p-nitrofenilo | y =0.0012x + 0.3326 | R2=0.8144
Hexadecanoato de p-nitrofenilo | y = 0.0007x + 0.3622 | R2 = 0.8321
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1.1.2 Anadlisis estadistico de la actividad
sustrato 6ptimo del ensayo.

Anexo IV (Est-C)

enzimatica observada para la determinacion de

Tabla 22. Mediciones independientes de la actividad especifica.

Sustrato (U (umol p-ﬁf:g\;éizcilfnsiﬁ;‘;lz%ade proteina)
Acetato de p-nitrofenilo 4.47x10*
Acetato de p-nitrofenilo 4.29x10*
Acetato de p-nitrofenilo 4.72x10*
Butirato de p-nitrofenilo 5.40x10*
Butirato de p-nitrofenilo 5.15x10*
Butirato de p-nitrofenilo 5.28x10*
Octanoato de p-nitrofenilo 3.91x10*
Octanoato de p-nitrofenilo 4.22x10*
Octanoato de p-nitrofenilo 4.04x10*
Decanoato de p-nitrofenilo 1.86x10*
Decanoato de p-nitrofenilo 2.30x10*
Decanoato de p-nitrofenilo 2.48x10*
Dodecanoato de p-nitrofenilo 1.12x10*
Dodecanoato de p-nitrofenilo 5.59x107
Dodecanoato de p-nitrofenilo 6.21x10°
Hexadecanoato de p-nitrofenilo 6.21x106
Hexadecanoato de p-nitrofenilo 2.48x10°
Hexadecanoato de p-nitrofenilo 4.97x10°

Tabla 23. Analisis de Varianza para determinacion del sustrato éptimo del ensayo.

Fuente GL SC Ajust.  MC Ajust. Valor Fexp  Valor Frapia
Sustrato 5 6.44x107  1.29x107 233.83 3.106
Error 12 6.61x10° 5.51x10%°
Total 17 6.50x10°7

Valor Fexp > Valor Fubia c0.0s = Si hay diferencia significativa.

Tabla 24. Método LSD de Fisher con confianza de 95 %.

Sustrato N  Media Agrupacion
Butirato de p-nitrofenilo 3 5.279x10* A
Acetato de p-nitrofenilo 3 4.492x10* B
Octanoato de p-nitrofenilo 3 4.057x10* C
Decanoato de p-nitrofenilo 3 2.215x10* D
Dodecanoato de p-nitrofenilo 3 7.66x10° E
Hexadecanoato de p-nitrofenilo 3 2.69x107 F
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1.2 pH OPTIMO DEL ENSAYO

Anexo IV (Est-C)

1.2.1 Actividad enzimatica frente a butirato de p-nitrofenilo de la fraccion intracelular a

distintos valores de pH.

Hidrdlisis de butirato de p-nitrofenilo a distintos valores de pH
para la clona Est-C.
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Figura 34. Valores de absorbancia a A=420nm de p-nitrofenol liberado de la hidrdlisis de
butirato de p-nitrofenilo evaluado a temperatura ambiente, a distintos valores de pH.
Presentacion del valor promedio de tres mediciones y desviacidn estandar para cada punto.

Tabla 25. Resultados de regresiones lineales para cada uno de los pHs evaluados.

pH Ecuacion de la recta R?

pH 5 (Buffer de acetatos) -- --

pH 6 (Buffer de fosfato de potasio) -- --
pH 7 (Buffer de fosfato de potasio) | y = 0.0033x + 0.0914 | Rz = 0.9924
pH 8 (Buffer Tris base) y =0.0090x + 0.161 | R2=0.9959
pH 9 (Buffer Tris base) y =0.0175x + 0.1701 | R2=0.9808
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Anexo IV (Est-C)

1.2.2 Andlisis estadistico de la actividad enzimética observada para la determinacion de pH

Optimo.

Tabla 26. Mediciones independientes de la actividad especifica.

A TR B BT (U (umol p—'r?g(t:rté\;gﬁ/ﬁsirr)]‘)aiirrl%ade proteina)
pH 5 0.0
pH5 0.0
pH 5 0.0
pH 6 0.0
pH 6 0.0
pH 6 0.0
pH 7 2.05x10*
pH 7 2.05x10*
pH 7 2.11x10*
pH 8 2.59x10*
pH 8 2.71x10*
pH 8 2.74x10*
pH 9 4.16x10*
pH 9 4.16x10*
pH 9 4.13x10*

Tabla 27. Anélisis de Varianza para pH 6ptimo del ensayo.

Fuente GL SCAjust. MC Ajust. Valor Fexp  Valor Ftabla
pH / butirato de p-NF 4  3.85x107 9.64x10® 6275.83 3.478
Error 10  1.54x101° 1.54x10
Total 14  3.86x107

Valor Fexp > Valor Fubia e0.0s = Si hay diferencia significativa.

Tabla 28. Método LSD de Fisher con confianza de 95 %.

pH / butirato de p-NF N Media Agrupacion
pH 9 3 4.150x10* A
pH 8 3 2.680x10* B
pH 7 3 2.070x10* C
pH 6 3 0.0 D
pH 5 3 -0.0 D

86



Anexo IV (Est-C)

1.3 TEMPERATURA OPTIMA DEL ENSAYO

1.3.1 Actividad enzimética frente a butirato de p-nitrofenilo de la fraccion intracelular a
pH 9y diferentes valores de temperatura.

Hidrdlisis de butirato de p-nitrofenilo y pH 9 a diferentes valores
de temperatura para la clona Est-C.

Abs A= 420 nm
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Figura 35. Valores de absorbancia a A=420nm de p-nitrofenol liberado de la hidrdlisis de
butirato de p-nitrofenilo evaluado a pH 9, a distintos valores de temperatura. Presentacion
del valor promedio de tres mediciones y desviacion estandar para cada punto.

Tabla 29. Resultados de regresiones lineales para cada valor de temperatura evaluada.

Temperatura | Ecuacion de la recta R?
25°C y =0.0235x + 0.168 | R2=0.9795
30°C y =0.0264x + 0.2676 | R =0.9378
40°C y =0.0318x + 0.2218 | R2 = 0.9967

50°C - -
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Anexo IV (Est-C)

1.3.2 Anadlisis estadistico de la actividad enzimatica observada para la determinacion de
temperatura 6ptima del ensayo.

Tabla 30. Mediciones independientes de la actividad especifica.

Temperatura / butirato de p-nitrofenilo / pH 9 U (i p_ﬁf::)‘%?}ﬁ /E]SEFS(;'TT']? de proteina)
25°C 2.00x10°®
25°C 1.88x10°®
25°C 1.78x10°3
30°C 2.29x10°3
30°C 2.11x10°®
30°C 1.96x10°®
40°C 2.53x10°8
40°C 2.70x10
40°C 2.44x10°3
50°C 0.0
50°C 0.0
50°C 0.0

Tabla 31. Analisis de Varianza para temperatura éptima del ensayo.

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor Fexp  Valor Ftabia
Temperatura 3 1.15x10° 3.82x10° 263.41 4.066
Error 8 1.16x107 1.45x10®
Total 11 1.16x10°

Valor Fexp > Valor Frania 00.05s = Si hay diferencia significativa.

Tabla 32. Método LSD de Fisher con confianza de 95 %.

Temperatura / butirato de p-NF/pH 9 N Media Agrupacion
40°C 3 25578x10° A
30°C 3 2.1208x10° B
25°C 3 1.8875x10° C
50°C 3 0.0 D
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