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RESUMEN

Las proteinas psicrofilas resultan muy utiles ahirdustrial pues permiten un ahorro
de energia por presentar una alta actividad espgec#d bajas temperaturas en
comparacion con sus homologas mesoéfilas (actitamperaturas moderadas). En esta
tesis se utilizd la enzima Xilanasa L, proveniedée bacterias psicréfilas de origen

marino antartico, la cual es activa a bajas tenipers.

Las xilanasas son muy utilizadas en la industspgeialmente en el procesamiento del
papel y degradacion de fibras vegetales. La vemt@jéas enzimas psicroéfilas es que
poseen una eficiencia catalitica aumentada, proddetadaptaciones que han tenido
gue desarrollar para superar las bajas temperatasasuales inhiben al comun de las
enzimas mesodfilas. Todas las enzimas adaptadasoatrfcontradas en la naturaleza
tienen el inconveniente de tener su estructura cutde demasiado flexible, lo que

provoca una perdida de su conformacion a moderaddias temperaturas, por ende

pérdida de actividad.

A través de técnicas de ingenieria de proteinggosible obtener una variante mas
termoestable al redisefiar la estructura para gdgatez, pero sin disminuir su
actividad a bajas temperaturas. Para lograr estas& el andlisis de dinamica molecular
y el disefio racional para la eleccion de los siéonautar dentro del dominio catalitico
de acuerdo al movimiento de cada residuo y asinebteina enzima con las
caracteristicas deseadas. Mediante mutagénesisaporacion, se generaron mutantes
simples, obteniendose bibliotecas de 176 clones geaa aminoacido seleccionado. Se
escogieron los clones mas termoestables de cadlatdsh luego de una busqueda
(screeniny rapida mediante ensayos enzimaticos. Se obtuw nureva xilanasa,
llamada “DM1”, la cual resulté ser una proteinantada. Esta nueva xilanasa se

caracterizo bioquimicamente y se comparo con larentemplado.
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Se determind que la enzima templado posee 752imssaiminoacidicos, con una masa
total de 83.15 kDa. Se alcanzoé la temperatura @ptitos 41°C, y un pH 6ptimo de 9.2.

Los pardmetros cinéticos calculados por el métoeld_ideweaver-Burk fueron una

mg

constante de afinidad (i{de 2.003 mg/mL y unanx de 0.100[ ] La Xilanasa

mL min

DM1 posee 638 residuos aminoacidicos con una mag®d2 kDa, una temperatura

Optima de 41°C y un pH 6ptimo de 6.3. Esta enziosep una | de 0.980 mg/mL y la

V max fue 0.063[m:11iin]. La Xilanasa DM1 mejoré en 5°C su termoestabilittadte a

un shock térmico de 7 min.

Las razones del aumento de la termoestabilidagtameeva variante de Xilanasa L no
estan claras pero podemos especular sobre estoeR@nder el efecto de la delecidon
del extremo C-terminal es necesario un modelamidatta estructura completa de la
enzima DML1. Esta nueva variante podria ser un pnpaso para continuar la mejora de

la xilanasa psicrdfila.



Directed evolution of Antarctic sea water Xylanasé. via saturation

mutagenesis

The psychrophilic enzymes are very useful in trdustry because they allow energy
savings by its higher specific activity at low tezngtures in comparison with their
mesophilic homologues (active at moderate tempesiuln this thesis we used the

Antarctic sea water Xylanase L which is activeaw ltemperatures.

Xylanases are very important, especially in theepapdustry and degradation process
of vegetable fibers. The advantage of the psychlioptnzymes is that they have an
increasing catalytic efficiency because they haseetbped strategies to overcome the
low temperatures which inhibit the reactions caeatly by mesophilic enzymes. All
cold-adapted enzymes found in nature have the hsaalge of their high structural
flexibility which causes a loss of their structu@nformation at moderate to high

temperatures, losing their catalytic activity.

Through protein engineering we can redesign thgreazstructure in order to decrease
the flexibility without a loss of low-temperaturetevity. We used molecular dynamics
analysis and rational designto choose the resifmesnutagenesis in the catalytic
domain according to their movement. The chosen ogetirlas saturation mutagenesis
through single mutant generation. We obtained 1@6es for each library. We choose
the ones that show a higher thermostability inegheymatic screening. We produced a
new xylanase called “DM1”, which is a truncated tpm. We did a biochemical
characterization and compare it with the templateyme. We determinated that the
template enzyme had 752 residues, with a theotetieas of 83.15 kDa. Its optimal

temperature and pH was 41°C and 9.2, respectiVlly.kinetic constants obtained

mg ]
mL minl’

using Lineweaver-Burk method were Km=2.003 mg/mld a\hﬂax=0.10({

X



The Xylanase DM1 had 638 residues with a theoretizess of 70.42 kDa, an optimal
temperature of 41°C and an optimal pH of 6.3. Hrigyme have a Km=0.980 mg/mL

and a Vmax=0.06%]. The Xylanase DM1 increased their thermostabitit$°C

in a 7 minutes thermal shock.

Altough the cause of the increase of thermostglwlitthis new Xylanase L are not very
clear, we can speculate about that. In order terstand the effects of the deletion of
the C-terminal, is necessary a modeling of the detarstructure of the DM1 enzyme.
This new variant could be the first step of the riayement of the psychrophilic

xylanase.
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1. INTRODUCCION

1.1.Enzimas psicrofilas

En nuestro centro de investigacion trabajamos eatebias psicréfilas. Un psicrofilo se
define como un organismo adaptado al frio que cdgémamente a temperaturas
menores a 15°C y maximo a 26°€ Este tipo de organismos pueden ser encontrados
no solo en las zonas polares y alpinas sino tamdgnéaguas de alta profundidad. Los
psicréfilos han colonizado exitosamente estos amdsey son capaces de crecer
eficientemente a temperaturas bajas. Esta adaptaeguiere una amplia gama de
ajustes estructurales y fisioldgicos para superdidminucion de energia dada las bajas
temperaturas del habitat. Las bajas temperatutsibein fuertemente las reacciones
guimicas catalizadas por enzimas. Una forma dstirelsls efectos adversos del frio en
la actividad catalitica podria ser sintetizar magirea, lo que es energéticamente
costoso para el organismo. La estrategia comunnusaia para compensar la baja tasa
de reaccidén causada por el frio es producir enzileamayor actividad especifica a
estas temperaturas. Esto se logra ya sea aumenpandmetros como la constante
catalitica (ka) y/0 aumentando la afinidad por el sustrato (disrpéndo k).

Dado el aumento en la eficiencia catalitica, estesmas permiten el ahorro de energia,
lo que las hace ser muy interesantes para probasesnoldgicos, tanto asi que hay un
creciente interés en estudiar este tipo de praefda han revelado, por ejemplo, qué
tipo de modificaciones son necesarias para adaptarenzima mesoéfila (activa a

temperaturas intermedias) a bajas temperaturagdrobios aminoacidicos importantes



en la adaptacion al frio se encuentran en sitios mpediante un analisis simple
parecerian poco relevantes dentro de la enzimaotPoiparte, los residuos cataliticos
estan conservados en enzimas homélogas mesofifmscibfilas. Se ha descubierto
también que generalmente en las enzimas psicrélilssstrato tiene un mejor acceso al

sitio activo, lo que disminuiria la energia reqdanpara la acomodacion del sustrato.

Otra caracteristica importante de las enzimas {f#as es su baja estabilidad
conformaciondl Varias teorias han sido propuestas para expdis@r propiedad: bajo
namero de enlaces disulfuro y puentes de hidrogba@m cantidad de residuos de
prolina, un aumento en los residuos de glicina ip&erciones en suslobps en
comparacion a sus pares mesofilas y terméfilasvéach altas temperaturas), una baja
en el nimero de pares ionicos, interacciones aroasab interacciones hidrofobicas.
Sea cual sea la explicacién, todas apuntan alrremmto de la flexibilidad con respecto
a las meso6filas. El aumento en la plasticidad produce una bagbétad estructural
de la enzima. Este balance entre flexibilidad pl@gtad es un punto importante en la
adaptacion de enzimas a ambientes frios. La btghikdad de las enzimas psicrofilas
es una desventaja al momento de querer utilizaragrocesos industriales ya que un
aumento en la temperatura del proceso podria deandf enzima, perdiendo su

actividad

1.2.Ingenieria de proteinas

La mayoria de las enzimas utilizadas en la indusion del tipo mesdfilas, ya que
presentan una buena actividad catalitica y terrabistad. Las enzimas psicrofilas, por
otro lado, poseen una elevada eficiencia catal@icaomparacion a las mesofilas pero

el gran problema es su baja termoestabilidad. Meéglidecnicas de ingenieria de



proteinas podemos redisefiar una enzima psicrééita pbtener una estructura mas
rigida, lo que supone un aumento en su termoestadfif. En el laboratorio es posible
obtener este tipo de proteinas, donde se manteretividad a bajas temperaturas
gracias a la flexibilidad relativa, pero al misrientpo poseen una alta estabilitiadoy

en dia en el area ingenieria de proteinas, la niendencia es la aplicacion tanto de
evolucioén dirigida, el cual tiene un componentatgo importante, y del analisis mas
racional de las estructuras y sitios de la protpara identificar qué residuos deben ser
mutados o recombinados. En este sentido, un endlestudio previo de las estructuras
puede acotar u optimizar las zonas de la proteileadgben ser tratadas mediante los
métodos de evolucion dirigida o disefio racionalo permitiria lograr en menos tiempo
y en forma mas eficientemente los resultados edpsgrd_a optimizacién de una sola
caracteristica, como por ejemplo la termoestalullid@ediante estos métodos podria dar
tanto resultados exitosos como también resultadsignificantes debido que no hay

una “regla racional general” aplicable a cualqpreteina.

En la evolucion dirigida se busca manipular propi$ cataliticas de las enzimas,
incluyendo termoestabilidad, solubilidad en solesnbrganicos y enantioselectividad.
Este proceso requiere de mucho tiempo y generadmesnecesario el uso de robots
para elscreeningde las grandes librerias de variantes de enzieree(glmente muchos

miles de clonesy. El principal desafio de esta técnica es inteatmrcar mediante

mutagénesis toda la secuencia de la proteina.eBxisirias técnicas para realizar la
mutagénesis, las mas utilizada es la de PCR proersror (epPCR) junto con otros
métodos como mutagénesis por saturacion, BNétflingy variantes o combinaciones
de éstas. Cada una de estas técnicas presentqasentdesventajas. El método de
mutagénesis por saturacion restringe las mutacienes espacio predeterminado,
creandose librerias focalizadas, pero requierenft@niacion estructural para poder

realizar la eleccion correcta de los sitios a muEasta informacion se puede obtener



mediante cristalizacion de la proteina o por maglelor homologia. Dependiendo de la

caracteristica a modificar sera la forma de sadecde los aminoacidos.

En el caso de la termoestabilidad se seleccionanahinoacidos de acuerdo al
“factor B” o al RMSD (Root Mean Square Deviatiomsto refleja las densidades
electronicas con respecto a sus posiciones delequiomo resultado de movimientos

térmicos y por lo tanto sitios de mayor flexibilidan la cadena aminoacidica.

1.3. Xilanasa L de origen marino antéartico

El afio 2007 en el Centro de Ingenieria Bioquimidgiotecnologia de la Universidad
de Chile fue aislado un fragmento de un gen dexapezlamente 200pb y con 45% de
identidad con xilanasas de la familia GFL®e realiz6 un andlisis del rDNA 16S de la
bacteria de la cual fue aislado el fragmento, qdentifico a la cepa como
Psychrobactesp Este género ha sido encontrado tanto en muestragudede mar de
la Antartica como del Artico. Mediante una técnioajorada degenome walkingse
logré obtener la secuencia completa de este gda. rikeva xilanasa fue nombrada
“Xilanasa L™!. Mediante bioinformatica se identifico un péptiserial de exportacion
extracelular y dos dominios de union a carbohidratmo en la region N-terminal y un
segundo en la region C-terminal (Figura 1). Elosiéictivo presenta dos &cidos
glutamicos cataliticos y las secuencias conservigass de la familia GH10. Los
estudios previos han revelado que las enzimas demdia GH10 son mucho mas

conservadas estructuralmente que otras familiggictesil hidrolasas.



Xilanase L

[MNKSIFRNTG LVTLVSLLMA] CGGNNKDTPV PEPIPEVVAP DTPEPEAPIA AE[ITNGGFEE DTAGOTTPVG NWVFRPTOES SATSTIEVIE SEEGV NT\’QC\

‘Tk.\‘uE\/\l‘\.NT LGDNPWGIEI AYEDLPITGG KNYEFSVWAK GEEGTSADFW IQTPAFPDYGQ LSLVKETLTG EWQKITLTAA TAEADSLVRL JIHFSKEENZ'
NKSIYLDEFS| GFILDDVPAQ EIPDVQYSEV TAC!S._K;LAF’ NFNIGVAVPA GGFGNSVIDR PEIKTIIEQH FNQLSAENIM KPTYLQPTQG EFF\CC;',L‘-EL\

VNYAKDNSLT VHGHVFVWHS QIAPWNQSFQ GDKAAWITMM ENHITQVATH FEEEGDNDTV .S.'.E..‘i li-F MENGKYRGEK TTDDSADESV ;.:E‘\IZG-'«E:Ll

HNNGVPIDGI GFQSHISLNS PDISTIQAHL QKVVDIRPKI I«'.*JﬂC‘.R MNNEGGI
EDSWLOQNWPE PKTEWPLLFF NDFTAKPALQ GFANALKELTI EVVQPAPSSE LLTNGDFE‘-‘\‘G

LDSWQARGSA SITLESTQAH SCGNNSALVQG RTETWNGLQK DVKGLFTADK TYNVSAWVKL SDDTSTVSPD IKLTLQIEHT STEYLELTPV T"r‘-\AGEu"-Ql

|F’L4'~I«'<AFL'«4 DPDADLYYND YNLIWNADKL DAVIAM

|'L_5ER'—DEQ KQYYYDIVKT YLETVPEDQR GGITIWGVID

[LSGTYTHSIT TQESAALLYV ESSELTADFY VDDVSVTLVE]|

Figura 1. Secuencia aminoacidica de la xilanasa deigen marino antartico (Xilanasa L).

Los residuos marcados con amarillo correspondenhparologia a los aminoacidos cataliticos, acido
glutamico (E) 368 y el E486. Se muestra en colal ezpéptido sefial y en rojo los dos dominios diém

a carbohidratos. En verde se muestra el dominialited perteneciente a la familia 10 de las glicos
hidrolasas (GH185.

La estructura tridimensional de la Xilanasa L fusdelada por homologia usando como
templado tres estructuras de xilanasas GH10 previemresueltas: xilanasa A de
Streptomyces halstediB4% de identidad); xilanasa XYN10A @=llvibrio japonicus
(41% de identidad); xilanasa 10C @ellvibrio japonicus(41% cristalizado con el
sustrato xilopentaosd) Luego de la evaluacién, se eligi6 el mejor modelo

tri-dimensional de la Xilanasa L incluyendo el higia xilotetraosa (Figura 2).

nal Use Only

Figura 2. Diagrama estereoscépico del modelo por hmlogia del dominio catalitico de Ii
Xilanasa L.

En ramas se muestran los residuos catalitico233ly Glul35, y el ligando xilotetraosa unid
sitio activd®.



Se logré expresar el gen aislado de la xilanad&antdo el sistema de expresion
heterdlogcE. coli BL21(DE3)/pET22b(+), el cual permitio la expori@eide la proteina
traducida (de 90 kDa) al espacio periplasmico yaeelular, fusionada a una cola de
seis residuos de histidina en el extremo C-terinMariando los parametros de
temperatura y tiempo de induccién se logré queD6P4d de la expresion recombinante
cataliticamente activa se obtuviera en el sobremntadde cultivo. Luego de realizar
ensayos enzimaticos, se determiné que esta Xxilgoossge un pH 6ptimo en el rango de
6.0 y 8.0, y su temperatura éptima en un rangosd€ § 40°C2.

Se realiz6 un trabajo de evolucion dirigida corolgetivo de mejorar la actividad de
esta xilanasa. Mediante epPCR y DNHufflingse logré obtener numerosas variantes y
se eligi6 la mas activa (clon 3108)Mediante la secuenciacién del gen se determiné
gue poseia la mutacion P35L que, a pesar de qusenencuentra en el dominio
catalitico, ni en el de unién a carbohidratos, diam efecto significativo en el

mejoramiento de la actividad pero no mejora lmterstabilidad.

1.4. Enzimas xilanoliticas

Para entender la funcién de las xilanasas en l@alaza podemos decir que el xilano,
Su sustrato, es el componente principal de la reulasa, el cual forma parte de la
estructura de la pared celular vegetal (en angiosge 15-30% del peso seco, en
gimnospermas 7-12%) Es un heteropolimero complejo y altamente raaufiz con

un esqueleto de xilos@-1,4. Este, junto con la celulosa y la lignina, sSos

componentes mayoritarios en las paredes de laslasélvegetales. Estos tres
componentes interactdan via enlaces covalentescpvalentes. El xilano se encuentra

en una interfase entre la lignina y la celulosa gree que cumple un importante papel



en la cohesién de las fibras y la integridad depdeed celular™. La longitud del
polimero varia entre 70-200 unidades de xilosaepeddiendo de la fuente vegetal,
puede estar sustituido con cadenas laterales dieiossde arabinosa, acido glucorénico
y &cido metilglucorénico, aunque también se ha ddgr aislar xilano sin

ramificacione&®*’

La biodegradacion del xilano es un proceso comptgje requiere de la accion
coordinada de varias enzimas, entre las cuales Est&ilanasas (endo-1f4xilanasa,
E.C. 3.2.1.8), las cuales rompen los enlaces iosedel esqueleto de xilogal,4,
mientras las cadenas laterales son removidas pemcian de otras enzimas como las
arabino-furanosidasas, glucoronidasas y acetilna#aterasad La hidrélisis del
sustrato ocurre mediante un mecanismo de dobleladespiento que involucra la
formacién e hidrélisis de un intermediario covatergnzima-sustrato (Figura 3).
Durante la catalisis, un acido carboxilico funcieoao dador de protones (acido/base),
facilitando el desplazamiento del grupo con elesrty terminal reducido, y un segundo
acido carboxilico actta como nucledfilo en la focida del intermediario enzima-
sustrato. El sustrato es luego liberado mediantatajue de una molécula de agua

activada por el ahora desprotonado acido carbox@icido/baséy.

El xilano no es degradado al azar, ya que los eslaeleccionados para la hidrolisis
dependen de la naturaleza del sustrato (largo deadana, grado de ramificacion y
presencia de sustituyentes). Debido a que el xi@ostituye aproximadamente un
tercio del carbono organico renovable en la tjeglaompimiento de éste es un paso

critico en el reciclaje del carbono en la natuafe?.
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Figura 3. Mecanismo de accion de las xilanasas.

Mecanismo general de catélisis de los enlaces sjtimms $-1,4 del xiland®. Ocurre por un doble
desplazamiento con formacién e hidrélisis de umrimediario covalente enzima-sustrato. Un acido
carboxilico funciona como dador de protones (abiaed) y un segundo acido carboxilico actia como
nucledfilo.

Las xilanasas estan presentes en hongos, bactgas, marinas, crustaceos, insectos,
caracoles, semillas de plantas terrestres y genendé¢ son secretadas al medio
extracelular para poder interactuar con sus blancBg acuerdo a la homologia de
secuencias aminoacidicas y el analisis de sus grigdrofébicos las xilanasas
generalmente se clasifican en dos familias, GHBEMH 1, aunque existen otras familias
con actividad xilanolitica como la GH5, GH7, GH8,3H43 A pesar de que las
xilanasas muestran una gran diferencia en sus rsgege se ha observado poca
variabilidad en la actividad catalitica de distinfamilias. Estas pequefias diferencias se
cree que son el resultado de cambios en su estauctdimensional de su dominio
catalitico, el cual presenta mayor flexibilidad fmvmacional en la familia 10 (GH1%)

La compleja naturaleza quimica y heterogeneidacitiio explica la multiplicidad de
xilanasas producidas en microorganismos, dondea Mariactividad hidrolitica, las
propiedades fisicoquimicas y sus estructiras



1.5.Importancia de las xilanasas en la industria

Las xilanasas tienen aplicaciones biotecnologicamachos procesos industriales. La
bioconversién del xilano depende de las propieda#eta xilanasa seleccionada. El
blanqueamiento de la pulpa en la industria del Ipapeuna de las aplicaciones mas
destacadas ya que reduce el uso de compuestodadoyda eliminacién de desechos
téxicos, disminuyendo el impacto ambiental de psbeesd®. Las xilanasas empleadas
para este fin no necesitan ser purificadas pererdebr activas a altas temperaturas y a
pH alcalino y no deben contener enzimas celulaltigara poder mantener intactas las
fibras de celulosd

Las xilanasas también son usadas para la recuperdeiazicares fermentables desde
hemicelulosa, produccion de biocombustible (etagofbtencion de hidrolizados de
desechos agroindustriatés'® 22> También se utilizan como aditivos para mejorar la
digestion de la comida, en la industria de las si@s@a aumentar la calidad del pan y
productos horneados, para la extraccion de caé#eacvegetales y almidon y para el

procesamiento de jugo de fruta y vino en combimacan pectinasa y celulasa.

La industria de jugo de fruta es un gran consum®restas enzimas ya que la
produccién de jugos frutales y vegetales requieétodos de extraccion, limpieza y
estabilizaciol’. También se utilizan xilanasas para el procesamiéel vino y se han

obtenido productos con un aroma mas pronunciad@lgcenvencional. En la industria
de la cerveza se usa para disminuir la viscosidadugida por la presencia de largas

cadenas de arabinoxilano.



Otro uso de las enzimas xilanoliticas es en lagtrdudel textil para procesar fibras
vegetales como la arpilléfaPara estos propdsitos, la xilanasa debe actiarlive de
enzimas celuloliticas. Primero, se incuba la matprima seca con la xilanasa para
liberar las largas fibras de celulosa. Luego dea @ste método no es necesario el
blanqueamiento ya que la lignina (propensa a oidag oscurecimiento) ha sido
eliminada. Se ha realizado poca investigacion stdbretilizacion de enzimas en la
industria del textil, presentandose como un campe demanda nuevas y mejores

técnicas.

1.6. Produccion de xilanasas

Las xilanasas comerciales son producidas indusiisle en paises como Japodn,
Finlandia, Alemania, Irlanda, Dinamarca, Canad&At. Los organismos usados para
esto son tanto hongos como bacterias. Son usadds s afios ochenta y actualmente

representan, junto con las celulasas, el 20% delade mundial denzimas.

El principal problema que presenta la Xilanasa taser utilizada en la industria es su
termolabilidad debido a su flexibilidad estructurdéds por esto que el primer

acercamiento a la estabilizacion de la enzima @emtificar las zonas con mayor
movilidad dentro del dominio catalitico. Es asi coran un trabajo previo, la

Dra. Loreto Parra junto al Dr. Juan Pablo Aceveimderon un modelo homélogo del

dominio catalitico de la proteina y realizaron undlsis de dinamica molecular para
evaluar el movimiento de cada aminoacido dentrcsitiel activo de la proteina. Como

resultado de la simulacion se obtuvo un valor RM&0ot Mean Square Deviation)

para cada aminoacido que da cuenta del movimiemioslatomos, por lo que un alto
valor RMSD indica un alto movimiento en la estruatu
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Teniendo la informacion sobre los sitios con maymvimiento dentro del dominio
catalitico, es posible disefiar una estrategia megliangenieria de proteinas para
rigidizar esas zonas ganando termoestabilidad.

1.7.HIPOTESIS

Es posible aumentar la termoestabilidad de la d8anL mediante la generacion de

mutantes simples con la técnica de mutagénesisgbaracion.

1.8.OBJETIVOS

1.8.1. OBJETIVO GENERAL

Aumentar la termoestabilidad de la Xilanasa L matdida generacion de mutantes

simples con la técnica de mutagénesis por saturacio

1.8.2. OBJETIVO ESPECIFICOS

1. Obtener bibliotecas de variantes de Xilanasaediante mutagénesis por saturacion

de los aminoacidos con mayor grado de movilidad.

2. Seleccionar la mejor mutante termoestable megliama busqueda en las bibliotecas
a través de ensayos enziméticos.

3. Caracterizar desde el punto de vista bioquimaicoejor variante de Xilanasa L luego

de la mutagénesis de saturacién y compararla cemziana templado.

11



2. MATERIALES

2.1. Cepas bacterianas

En este trabajo se utilizéscherichia colBL21(DES3), genotipo completo de la cepa:
F ompT hsdSBB™ mB*) gal dcm(DE3), con el plasmidio pET-22b(+) portador dehge

de una variante de Xilanasa L (variante 310B) atieepor el Dr. Juan Pablo Acevedo.

2.2. Reactivos

Ampicilina. Calbiochem (USA)
Triptona, Extracto de levadura, medio Luria-Bertani Difco (DT- USA)
Estandar 1 kb, dNTPs, Carbenicilina, EDTXn!. Invitrogen (CA-USA)
Agarosa Promega

QIAprep Spin Miniprep Kit. Qiagen (USA)
D(+)-Xilosa, Bromuro de etidio, Cagy otras sales. Merk

KOD Hot Start DNA Polimerasa. Novagen.

IPTG, Xilano soluble de Abedul (Birchwood Xylan). Sigma (MO-USA)

Acrilamida: Bisacrilamida 29:1, Fenol, Tris, SD3¢egrol,  Winkler (Chile)

Tritén X-100.
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2.3. Medios de cultivo

2.3.1. Medio SOB

El medio SOB contiene por cada 1 L: 20 g de triptidnh g de extracto de levadura y
0.5 g de cloruro de sodio. El volumen se llevo & 88 con agua destilada. Se mezcl6
y se agregd 10 mL de una solucion de cloruro dasmt250 mM y se ajusto el pH a
7.0. Se esterilizd. Antes de utilizar se agregdL5dm una solucién estéril de cloruro de

magnesio 2.0 M.

2.3.2. Medio Luria-Bertani

El medio LB contiene por cada 1 L de solucion: 10egtriptona, 5 g de extracto de
levadura y 5 g de cloruro de sodio. El volumenese&la 1 L con agua destilagiel pH
se ajusto a 7.0. Se esterilizd por autoclave. Elangedio Luria-Bertani-Agar se agrego

agar al 1.5% pl/v.

2.3.3. Medio TB

El medio TB contiene por cada 1 L de solucién: 1@egriptona, 24 g de extracto de
levadura y 4 mL de glicerol. ElI volumen se llev®@0 mL con agua destilada, se

esterilizd por autoclave y se agreg6 100 mL deatosfle potasio estéril.
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2.4. Partidores

Los partidores utilizados con degeneracion NNK Ade/Cyt/Gua/Thy; K: Gua/Thy),
con su complementario MNN (N: Ade/Cyt/Gua/Thy; MdeXCyt), son los siguientes

(anotados de 5’ a 3):

DM1 DM1F GTTCGTATGAACAACNNKGGCGGCATTCCTCTC
DM1R GAGAGGAATGCCGCCMNNGTTGTTCATACGAAC
DM2 DM2F GTTCGTATGAACAACGAANNKGGCATTCCTCTC
DM2R GAGAGGAATGCCMNNTTCGTTGTTCATACGAAC
DM3 DM3F GTTCGTATGAACAACGAAGGCNNKATTCCTCTC
DM3R GAGAGGAATMNNGCCTTCGTTGTTCATACGAAC
DM4 DMA4F GTTCGTATGAACAACGAAGGCGGCNNKCCTCTC
DM4R GAGAGGMNNGCCGCCTTCGTTGTTCATACGAAC
DM5 DMS5F GGCATTCCTCTCACTNNKTTAACCAGTGAAAGAGCG
DM5R CGCTCTTTCACTGGTTAAMNNAGTGAGAGGAATGCC
DM6 DMG6F GGTAAATACCGTGGTGAANNKACCACTGACGACAGC
DM6R GCTGTCGTCAGTGGTMNNTTCACCACGGTATTTACC
DM7 DM7F CTGACGACAGCGCCNNKGAATCTGTATGGTTTG

DM7R CAAACCATACAGATTCMNNGGCGCTGTCGTCAG

14



DM8 DMS8F
DM8R

DM9 DMO9F
DMYR

2.5. Vectores

2.5.1. pET-22b(+)

GACGACAGCGCCGACNNKTCTGTATGGTTTG
CAAACCATACAGAMNNGTCGGCGCTGTCGTC

GTAAATACCGTGGTGAAAAANNKACTGACGACAGC
GCTGTCGTCAGTMNNTTTTTCACCACGGTATTTAC

Se utilizé el vector de expresion pET-22b(+) quetieme el gen de la enzima xilanasa

(Xilanasa L o su variante “Xilanasa 310B”). Amba®tpinas se expresan en forma

recombinante unidas por su extremo C-terminal pamtido de 6 histidinas que permite

su purificacion. Ademas, contiene una secuencial séfiterminal PelB para la

exportacion periplasméatica de la proteina y utiéikaistema promotor T7.
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3. METODOS

3.1.Obtener bibliotecas de variantes de Xilanasa L mednte mutagénesis por

saturacion de los aminoacidos con mayor grado de witidad

3.1.1. Eleccién de aminoacidos a mutar

Se utilizé el protocolo publicado por el profesoamfred Reetz y el Dr. José Daniel
Carballeira del Instituto Max Planck: “Iterativetwation mutagenesis (ISM) for rapid
directed evolution of functional enzyme$"Los aminoacidos a mutar se escogieron en
un trabajo previo realizado por el Dr. Juan Pabtev&do y la Dra. Loreto Parra. Para
la mutagénesis por saturacion se utilizé partidowEsr degeneracion NNK
(N: Ade/Cyt/Gua/Thy; K: Gua/Thy) para mutar nueweirgoacidos de alto valor RMSD
(similar al factor B) en el dominio catalitico (naracion de los residuos con respecto al
dominio catalitico):

DM1 Muta aminoacido Glu261
DM2 Muta aminoacido Gly262
DM3 Muta aminoéacido Gly263
DM4 Muta aminoacido lle264

DM5 Muta aminoéacido Tyr268
DM6 Muta aminoacido Lys147
DM7 Muta aminoacido Asp154
DM8 Muta aminoacido Glu155
DM9 Muta aminoacido Thr148
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Estos partidores permiten obtener bibliotecas dianas con 32 codones distintos que
codifican para los 20 aminoacidos proteinogénicosny codon de término de la

traduccién en cada sitio escogido

Tabla 1. Codones para cada aminoacido obtenido céms partidores con degeneracién NNK.

Aminoacidos | Codones Lys [K] 1
Ala [A] 2 Met [M] 1
Arg [R] 3 Phe [F] 1
Asn [N] 1 Pro [P] 2
Asp [D] 1 Ser [S] 3
Cys [C] 1 Thr [T] 2
GIn [Q] 1 Trp [W] 1
Glu [E] 1 Tyr [Y] 1
Gly [G] 2 val [V] 2
His [H] 1 Stop 1

lle [1] 1 Codones 32
Leu [L] 3

Para la generacion de las bibliotecas se utilizaacctemplado el plasmidio pET-22b(+)
con el gen de una variante de Xilasana L llamad®B3, obtenida mediante epPCR
por el Dr. Juan Pablo Acevedo en su tesis docttaatual posee mayor actividad

xilanolitica que la enzima natit’a
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3.1.2. Mini preparacion plasmidial de pET-22b(+) con el ga de Xilanasa
“310B”

El plasmidio se obtuvo a partir de bactertascoli BL21(DE3) transformadas con el
plasmidio pET-22b(+) ligado al gen de la Xilanagd@B. Se inocul6 4 mL de medio LB
con ampicilina 100ug/mL, se incubd por 16 h a 37°C a 200 rpm. El woltse
centrifugd a 13.000 rpnfcentrifuga Eppendorf5403) por 1 min para obtener un
precipitado de bacterias. Luego se utilizé el misteQlAprep Spin Miniprep Kit

(QIAgen) segun instrucciones del fabricante.

3.1.3. Mutagénesis por saturacion

Los partidores antes mencionados permiten la aicgtibn total del plasmidio
pET-22b(+) mediante PCR, introduciendo la degan@naNNK en el codon elegido.

Para la amplificacion se usé DNA polimerasa KOD [X8ot Start DNA Polimerasa,
Novagen) por su alta capacidad correctora. La i@ase realiz6 agregando 2 pL de
templado (mini preparacion plasmidial de pET-22b¢en el gen 310B), 0.4ul de
dNTPs 10 mM, 0.8 pL de cada partidor 10 mM, 0.8deLMgSQ 100 mM, 2 uL de
amortiguador 10X recomendado por el fabricante, L5de KOD y agua destilada
hasta completar 20 pL. El programa utilizado eteehociclador para la amplificacion

fue el siguiente:
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. 95°C por 2 min

. 95°C por45s
. Tm- 5°C (distinta para cada partidor) por 45 30 ciclos
. 72°C por 9 min

. 72°C por 10 min

3.1.4. Electroforesis de DNA

La electroforesis de DNA se realiz6 en una camaazéntal. Las muestras se
mezclaron con el amortiguador de carga (glicerdvo30p/v y azul de bromofenol
0.25% p/v en agua destilada) y luego se cargarg@el®s de agarosa 1%. La agarosa se
prepar6 en amortiguador TAE: Tris-Acetato-EDTA €rd0 mM, acetato 20 mM y
EDTA 1 mM, pH 8.0) y bromuro de etidio Oi&y/mL. Se incluyé un estandar de
tamafio molecular de 1 kit kb DNA Ladder InvitrogénLa electroforesis se realiz6é a

voltaje constante de 100. 8e utiliz6 como amortiguador de corrida TAE.

3.1.5. Digestion del amplificado

El producto de la reaccion se digiri6 con 1 pL @emhdonucleasBpnl (Invitrogen) a
37°C por 3 h para eliminar el templado y asi trabs$lo con plasmidios que contengan

variantes de la Xilanasa 310B.
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3.1.6. Preparacion de células electrocompetentds. coli BL21(DE3) para la

transformacion

Se inoculé 10 mL de medio SOB con una colonig&deoli BL21(DE3) y se incubd
con agitacion a 37°C durante 16 h. Se inoculé & médio SOB estéril a una densidad
optica a 600 nm (Ofo) final de 0.05. Se incubd a la misma temperatueagijacion
hasta alcanzar un valor entre 0.6 y 0.8. El culigenfrid en hielo durante 10 min y se
centrifugdé a 5.000 rpm a 4°C durante 10 min (ckrga Sorvall® RC-28S, rotor GS-3
Sorvall®, DuPont, CT, USA). El sedimento se lawsedes con glicerol 10% v/v esteéril.
Luego del ultimo lavado, el sedimento se resuspemrdi el glicerol residual, para
finalmente ser alicuotado. Las células electrocdenges se almacenaron a -80°C hasta

Su uso.

3.1.7. Transformacién de células electrocompetentes

Se mezclé 0.2.L del producto de PCR (digerido cddpnl) con 20 uL de células
electrocompetente&. coli BL21(DE3). La electroporacion se realizé en el pqui
Cell-Porator® Electroporation Syste(®Gibco-BRL Life Technologies, Inc., MD-USA)
en las siguientes condiciones: 420V, 380 baja impedancia, una tasa de carga rapida
y un tiempo maximo de 2.5 ms. A las células tramsémlas se les agregé 1 mL de
medio LB y se incubaron a 37°C durante 1 h, cotaagn de 200 rpm. Luego, se
concentraron las células mediante centrifugaciorardea 1 min y se descarté el
sobrenadante. El precipitado se resuspendié ebetsadante remanente. Las bacterias
se sembraron en placas de LB agar estériles cberdailina 100ug/mL como medio

de seleccién para la posterior recuperacion deesldransformados. Las placas se
incubaron a 37°C durante 16 h.
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3.1.8. Organizacion de las bibliotecas

Se tomaron 176 colonias de bacterias transformaalaproducto de mutagénesis para
obtener las diferentes bibliotecas (conjunto dedres que contienen el gen mutado en
un codon). Estas bibliotecas se cultivaron en gldgeep Well de 96 pocillos, con
300 ul de medio TB en cada pocillo, dejando una colurerelusivamente para el
control (Xilanasa “310B”). Estas se almacenaror8@°C como placas madres con

glicerol 25%, para la posterior expresion y recapén de los clones positivos.

3.2.Seleccionar la mejor mutante termoestable mediantana busqueda en las

bibliotecas a través de ensayos enzimaticos

3.2.1. Expresion de las bibliotecas

Se replico cada placa madre en una nueva placa Wedpcon 300 pL de medio TB

con ampicilina (100 pg/mL) en cada pocillo. Se mta 37°C y 400 rpm por 24 h. Con
20 pL de este cultivo se inoculo otra placa Deepl Ytee contiene 300 pL de medio
TB y carbenicilina (100 pg/mL). Se incub6 a 37°@G0 rpm por 2.5 h. Se agregoé
IPTG hasta una concentracion de 0.7 mM en caddl@gae incub6 a 18°C y 400 rpm
por 40 h.
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3.2.2. Preparacion del sustrato

Todos los ensayos enzimaticos se realizaron comasuscilano soluble de abedul
(birchwood xylan, SIGMA). Se disolvidé xilano de aloé a una concentracion de
50 mg/mL en un amortiguador Tris-HCI 50 mM, CaelmM, pH 8.0, a temperatura
ambiente con agitacion durante 1 h, luego se ¢egdrila solucion a 10.009 g por

30 min y el sobrenadante correspondio a la fracsaable del xilano. Para medir la
concentracion de xilano soluble, las muestras fusexradas en una estufa a 50°C por

48 h y se calculé en gramos los pesos secos dealala solucion.

3.2.3. Preparacion de DNS (acido dinitrosalicilico)

Para los ensayos de actividad xilanolitica sezotiél método de DNS el cual se basa en
la reaccion de este con los azucares reductoresigdms en la reaccion. Para 100 mL
de reactivo DNS se agreg6 1 g de acido DNS, 20 enNaOH 2 N y 30 g de tartrato de

sodio y potasio (sales de Rochelle).

3.2.4. Ensayo rapido de termoestabilidad

Se centrifugd las placas a 3.000 rpm por 45 miiGyse utilizd el sobrenadante en

una dilucién adecuada para los ensayos.
La actividad xilanolitica se ensayd por 20 min &a@tilizando como sustrato xilano

soluble de abedul en amortiguador Tris/HC| 50 mMCE& 2 mM, pH 8.0 (ensayo sin

shock térmico). Por otro lado, se ensayd los misom®es con una incubacién previa
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de 7 min a 40°C (shock térmico), la placa se emfipddamente utilizando hielo y luego

se ensayo de la misma forma que los anteriores.

Para ambos casos se ensayd 50 uL de sobrenadaide,dinezclados con 50 L de
sustrato. Se detuvo la reaccion con 100 pL de DiSibando a 100°C por 10 min.

Luego, se midio la absorbancia de las muestras dongitud de onda de 550 nm.

La temperatura de 40°C utilizada en el shock tére& determind en estudios previos

en la Xilanasa L nativa realizados en el mismoroeti¢ investigacion.

3.2.5. Seleccion de clones positivos

Se determiné la actividad xilanolitica relativaliéindo la absorbancia de cada clon
luego del ensayo sin shock térmico y se dividié gdgpromedio de la absorbancia del
ensayo sin shock del control. Los clones con befigidad relativa se descartaron por
ser clones inactivos. Se obtuvo la actividad rediduara cada clon calculando el
cuociente entre la absorbancia obtenida del ensatydas muestras sometidas a shock
térmico y la absorbancia del ensayo de las mismassimas sin shock térmico
multiplicado por 100. Se consider¢ significativaaalimento al obtener un valor mayor a
2 veces la desviacion estandar por sobre el prardaliactividad residual del control
(actividad residual control +c2. Se escogieron los mejores clones de cada labhot

para realizar el mismo ensayo en cuadruplicadd gesscartar falsos positivos.
Luego de eliminar los falsos positivos, se selewmon los clones que presentaron

mayor actividad residual (2 clones por bibliotega3e realizé un cultivo de mayor

tamafio para evaluar la termoestabilidad de cada uno

24



3.2.6. Evaluacién mediante curva de termoestabilidad

Se inoculé 4 mL de medio LB con ampicilina 100 plg/ynse incubd toda la noche a
37°C y 200 rpm. Con este precultivo se inoculé 10de medio TB con carbenicilina
100 pg/mL hasta llegar a una gPinicial de 0.05. Se incubo a 37°C y 200 rpm hasta
alcanzar una Ofdp de aproximadamente 0.6. Luego, se agregd IPTGa haisa
concentracion de 0.7 mM y se incubo a 18°C y 200 ppr 40 h.

Se utilizé el sobrenadante para realizar una cdeveermoestabilidad de las variantes y
del control. Se determiné lagf de cada una. Lasg' se define como la temperatura a la
cual, después de haber incubado por 7 min, pierdg0% de actividad catalitica
(actividad residual 50%). Se incubd las muestragradiente entre 30°C a 50°C por
7 min (shock térmico). Luego de enfriar las muestsa ensayaron a 20°C por 20 min.
Por otro lado, se midio la actividad de los closiesshock térmico utilizando la misma
temperatura y tiempo de ensayo. Todos los ensayagaizaron en duplicado. Se
calculé la actividad residual para cada temperatura partir de una regresion
polinomial de tercer grado se determind la tempeaaa la cual se alcanzaba el 50% de

actividad residual. Se seleccioné la variante qaegnté mayor sp'.

3.3. Caracterizar bioquimicamente la mejor variante de Xanasa L luego de la

mutagénesis de saturacion y compararla con la enzartemplado

Se realiz6 un cultivo bacteriano de mayor volumenlas cepas d&. coli que
contienen el plasmidio pET-22b(+) con las variandes Xilanasa L, para expresar

periplasméticamente las enzimas Xilanasa L nayanasa 310B y Xilanasa DM1 y
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asi determinar sus parametros cinéticos. Tambiéaadizd un control negativo con el

vector pET-22b(+) que no contiene el gen de xilanas

Para cada caso se inocul6 4 mL de medio LB condlmpi (100 pg/mL) y se incubd
toda la noche a 37°C y 200 rpm. Luego, con estimduoelo se inoculé 250 mL de
medio TB con carbenicilina (100 pg/mL) hasta llegauna Olgy inicial de 0.05. Se
incubo6 a 37°C y 200 rpm hasta alcanzar unag@fle aproximadamente 0.6. Luego, se
agregé IPTG hasta una concentracion de 0.7 mM ince#6 a 18°C y 200 rpm por
22 h.

3.3.1. Obtencién de las fracciones celulares

Los cultivos se centrifugaron a 5.000 gx por 10 min a 4°C. El sobrenadante
corresponde al medio extracelular. El precipitadbtenido se resuspendié en
0.1 voliumenes (con respecto al cultivo), de unacs®h Tris/HCI 30 mM, sacarosa
20% (p/v), pH 8.0. Luego, se agregé EDTA 0.5 M pBl & una concentracion final de
1 mM y se agitd lentamente durante 10 min a tenperambiente. Posteriormente, se
centrifugdé a 10.008& g por 15 min a 4°C. El sobrenadante correspondevattade la
fraccion periplasmatica. El precipitado se resudgenen 0.1 volumenes de
MgCl, 5 mM. Finalmente, se centrifugé a 10.009 por 15 min a 4°C y se recupero el

sobrenadante, que corresponde a la fraccion pemgléca.
Al no poder purificar la nueva xilanasa, se trabepd el periplasma de todos los
cultivos bacterianos (Xilanasa L, Xilanasa 310BXilanasa DM1). En esta fraccion

celular, a 24 h de induccion, esta contenido etdde la actividad enzimati¢a

Se realiz6 un zimograma de las fracciones perigtisas y el lavado de esta para
observar la perdida de material de interés enoalgso.
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3.3.2. Zimograma de xilanasas

Se preparé un gel de poliacrilamida al 12.5% deetu a los procedimientos
estandares, pero se remplazd el agua de la menclxilano soluble de abedul

0.0158 g/mL.Las muestras de proteina se mezclaron en una piépot:1 con el

amortiguador de muestra 2X (Tris/HCI 125 mM, glai€t0% (v/v), SDS 4% (p/v), azul

de bromofenol 0.005% (p/v), pH 6.8). Luego de mmzdhas muestras con el
amortiguador, se cargaron en el gel. La electrefsrdel gel se realiz6 igual que la
electroforesis normal de proteinas, pero la camaratrodujo en un contenedor con
hielo para no desnaturar las proteinas por el chlgggo de la electroforesis, el gel se
incubo6 con Triton X-100 1% (v/v) por 15 min entagion lenta. Posteriormente, se
dej6é incubando toda la noche a 4°C en un amortguadecuado para la actividad
xilanolitica (Tris/HCI 50 mM, CaGl2 mM, pH 8.0). Finalmente, para visualizar las

bandas, se realizé una tincion con Rojo CongoZdlQp/v) y destincién con NaCl 1 M.

3.3.3. Secuenciacion de DNA y analisis de secuencias

El DNA plasmidial se envio a secuenciar a Macro§eh. (Korea). Las secuencias se
ensamblaron utilizando el programa Omiga 2.0 (RainlSentinel/LM, Rainbow

Technologies, Inc.).
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3.3.4. Curvas de progreso

Mediante una curva estandar de concentracién dsaxike calculd, a partir de la

absorbancia, la concentracion de producto libeesdoada reaccion en pmoles/mL.

Primero se realiz6 una curva de progreso para eadiana utilizando sustrato xilano
soluble de abedul y asi, determinar las dilucignektiempo de reaccion adecuado para

las siguientes mediciones.

3.3.5. Temperatura 6ptima

Se determiné la temperatura Optima en un rango°@ea565°C para ambas enzimas,
midiendo azucares generados durante 4 min de égagtilizando como sustrato xilano
soluble de abedul en una concentracion final d& h&/mL en amortiguador
Tris/HCI 50 mM, CaCGl 2 mM, pH 8.0. La temperatura Optima se define cdano
temperatura a la cual se consigue la mayor actiwdanolitica bajo las condiciones de

ensayo.

3.3.6. pH optimo

El pH Optimo se determind en un rango entre 4 ycbh ensayos a 20°C, usando
amortiguador Britton-Robinson 40 mM (&cido boridd #M, acido acético 40 mM y
acido fosférico 40 mM) mas Caf2 mM. El pH éptimo se define como el pH al cual se

consigue la mayor actividad xilanolitica bajo lasdiciones de ensayo.
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3.3.7. Determinacién de velocidades iniciales a diferentesoncentraciones
de sustrato

Se construyeron curvas de progreso de la reaccidrelerango lineal para 5
concentraciones distintas de sustrato xilano selut# abedul. Se trabajo a una
temperatura de 35°C. La pendiente de la curvagporede a la velocidad inicial {\én
cada caso.

3.3.8. Calculo de constantes ¥ax Y Km

Con las velocidades iniciales para cada concentrade sustrato xilano soluble de
abedul es posible calcular la velocidad maxima.{My constante de Michaelis—Menten
(Km). Se utilizd la grafica de los dobles reciprochindweaver-Burk) donde se

representa 1/[Sustrato] vs 1/¥ se realiza una regresion lineal. A partir deaest
regresion, Wax corresponde al inverso del intercepto y, Korresponde a la

multiplicacion de la pendiente poi¥.

3.3.9. Determinacion de Tgo’

Para las curvas de termoestabilidad, a difereneidadSeccion 3.2.6, se utilizé la
fraccion periplasmatica de cada cultivo bacterignéa reaccién enzimética fue a
menores tiempos.
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Se incubo las muestras en gradiente entre 30°C°@ pOr 7 min (shock térmico).
Luego de enfriar las muestras, se ensayaron a pOrCGA min (rango lineal de la
reaccién). Por otro lado, se midio la actividadateclones sin shock térmico utilizando
la misma temperatura y tiempo de ensayo. Todoselisayos se realizaron en
duplicado. Se calcul6 la actividad residual pardacteemperatura y, a partir de una
regresion polinomial de tercer grado, se deterrfartémperatura a la cual se alcanzaba
el 50% de actividad residual ).
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4. RESULTADOS

Los residuos escogidos para la mutagénesis paas#in fueron los que presentaron
mayor valor RMSD en el estudio de dinamica molacalgartir de un modelo por

homologia. Un alto valor RMSD refleja un sitio filebe que deberéa ser rigidizado para
aumentar la termoestabilidad. Se escogieron 9uesién el dominio catalitico y se

utilizé partidores con la degeneracion NNK paraiisatcada posicion.

4.1.Obtener bibliotecas de variantes de Xilanasa L mednte mutagénesis por

saturacion de los aminoacidos con mayor grado de mitidad

4.1.1. Mutagénesis de saturacion

Con el fin de crear una familia de variantes séiz@aina amplificacion por PCR con
partidores con degeneracion NNK (detallados eni@e@4) para la saturacion de los
sitios escogidos. Se obtuvo producto de amplif@maen 8 de las 9 reacciones de PCR,

los cuales se analizaron mediante electroforesisegel de agarosa (Figura 4).
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Figura 4. Analisis electroforético en gel de agares1% para los productos de PCR con partidores
con degeneracion NNK.

DNA Ladder 1 kb (1). Producto de PCR utilizando pestidores DM1 (2), DM2 (3), DM3 (4), DM4 (5),
DM5 (6), DM6 (7), DM7 (8), DM8 (9), DM9 (10), y ucontrol negativo (11).

Se observo bandas de aproximadamente 8.000 pboqeden con la masa del vector
pPET-22b(+) sumado al gen de xilanasa. Se logréymtodde amplificacién para 8 pares
de partidores.

Se digirid6 cada producto de PCR con la endonuclBash (Invitrogen) por 3 h para
eliminar el templado. Luego, se transforiBocoli BL21 (DE3) con los productos de
PCR mediante electroporacion. Se organiz6 cad@tabl en 2 placas Deep Well de

96 pocillos con medio de cultivo TB. Se reservé nolmna exclusivamente para el
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control deE. coliBL21 (DE3) que porta el vector templado, pET-22lxei) el gen de
Xilanasa 310B.

4.2.Selecciénar la mejor mutante mediante una busqueda través de ensayos

enzimaticos

Se cultivaron las bibliotecas y se indujo por 40ahexpresion de las variantes de
xilanasa. Se utilizé el sobrenadante de cada oultpara la busqueda de

termoestabilidad mediante ensayos enzimaticos ustnaso xilano soluble de abedul.

4.2.1. Seleccién de clones positivos

Luego de realizar los ensayos enzimaticos se calosl valores de actividad relativa
con respecto al control y actividad residual padacclon a partir de las absorbancias
obtenidas a 550 nm. Se ordenaron de menor a mageidad relativa, los resultados

de una de las placas representativa (DM1) se pgeesaria Figura 5.
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Figura 5. Actividad relativa y residual para placade la biblioteca DM1.
Se calculé la actividad relativa utilizando la atbsmcia de cada clon luego del ensayo sin shookidér
y se dividié por el promedio de la absorbanciaetslayo sin shock del control.

Se seleccionaron los clones que presentaron unadadt residual significativamente
mayor que la actividad residual del control. Conma se menciono en la seccion
“Métodos”, se consideré que un aumento de 2 vexeesviacion estandar (actividad
residual del control +& era suficiente para considerar que el aumentdebe a un

cambio real del comportamiento de la enzima frah&hock térmico. Ya que se obtuvo
gran cantidad de clones que cumplian este requisigo seleccionaron los que

presentaron los valores mas altos.

4.2.2. Curvas de termoestabilidad

Luego de realizados los cuadruplicados para elinfedaos positivos y haber elegido
los 2 mejores clones para cada biblioteca, sezéealiltivos de mayor volumen y se

evalug la termoestabilidad de la enzima templadtasy variantes en la fraccion
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extracelular, determinando la actividad residuaamada temperatura. Las Figuras 6 y
7 muestran la de dos casos.

120 4

100 -
v =0,0427x3-4,775x2+ 169,73x - 1846.3
¢ #=0,9862

60

40

Actividad Residual (%)

0 T T T T
25 30 35 40 45 50

Temperatura (°C)

Figura 6. Curva de termoestabilidad para la enzimé&10B.
Preincubacion de 7 min a distintas temperaturaagaion por 20 min a 20°C y pH 8.0.

140

120 &
v=0.0092x3-1,219x%+ 48,823 - 49513

100 - *=0.9863

80

60 -

40 -

Actividad Residual (%)

0 T T T T T T 1
25 30 35 40 45 50 55 60

Temperatura (°C)

Figura 7. Curva de termoestabilidad para un clon psitivo de la biblioteca DM1 (DM1 2 C1).
Preincubacion de 7 min a distintas temperaturaagaion por 20 min a 20°C y pH 8.0.

35



A partir de estas curvas es posible determinarsid de cada variante, que es la
temperatura a la cual se alcanza el 50% de adfivigiidual luego de un shock térmico
de 7 min. Se determiné que lg,'Tpara 310B y un clon positivo de la biblioteca DM1
(DM1 2 C1) es 38°C y 50°C, respectivamente. Semn@@umentos menores en lg'T
de otros clones (Tabla 2). El mejor clon obtenide DM1 2 C1 (el cual llamaremos
DM1).

Tabla 2. Tso' de los clones positivos para termoestabilidad.
Tso para los mejores clones de cada biblioteca, liob#sa DM5 no presentd clones positivos.

Clon Tso’ (°C)
310B 38
DM12C1 50
DM1 2 F3 43
DM2 1 G2 40
DM2 2 G5 40
DM3 1 E4 38
DM3 2 E1l 39
DM4 1 E12 38
DM4 1 H10 39
DM4 1C12 38
DM6 1 A8 40
DM6 1 B3 38
DM6 1 H10 40
DM8 2 C10 42
DM8 2 D1 41
DM9 1Al 40
DM9 1 A1l 39
DM9 1 A12 39
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4.3. Caracterizar bioquimicamente la mejor variante de Xlanasa L luego de la

mutagénesis de saturacion y compararla con la enzartemplado

4.3.1. Zimograma de xilanasas

Se realiz6 un zimograma del periplasma de loswvadgtifinales del control negativo
(vector pET-22b(+) sin el gen de xilanasa), Xilamak nativa Wild typs,
Xilanasa 310B y clon DM1. Se incluyo el lavado gelriplasma para observar la

pérdida de xilanasa en el proceso de separaciractgones (Figura 8).

M L pET LWT L3108 LDM1 P pET PWT P310B PDM1

118 kDa
90 kDa

50 kDa

36 kDa

27 kDa

20 kDa

Figura 8. Zimograma de fracciones obtenidas a partide un cultivo de Xilanasa L, Xilanasa 310B y
clon DM1.

Fracciones lavado (L) y periplasma (P) de un coltde E. coli BL21(DE3) que contiene vector
pPET-22b(+) sin el gen de la xilanasa (pET), Xilan&snativa (WT), Xilanasa 310B y el clon positivo
DML1. Las flechas indican bandas de mayor masa mlaleque la banda principal.
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En la zimografia se observa que la Xilanasa DMZE@asenor masa molecular que su
templado, sugiriendo que durante la mutagénesigerl pudo haber sufrido alguna
modificacion que produce una proteina mas pequeédaono mutada (310B). Ademas,
se observan una banda de menor intensidad quespgonae al peso de la enzima 3108,
lo que sugeria (en un principio) que la variante IDbktaba siendo proteolizada,
formandose una banda principal (variante luego aeprotedlisis) y una banda

secundaria (variante sin sufrir protedlisis).

En la secuenciaciéon se observo la formaciéon deodidre de término en el gen de la
enzima DML, lo que produce la perdida de su extr€at@rminal, es por esta razon que
la banda principal se observa a menor masa moftedtim esto queda descartada la
idea de protedlisis de la variante. Es posible lguganda secundaria sea producto de
una contaminacion con un clon distinto en la maeSiv1 o una mala manipulacion al

cargar las muestras.

Se observa una gran pérdida de xilanasa en ladrade lavado de periplasma, lo que

puede deberse a la agitacién brusca en presenEiRT& en ésta etapa.

La Xilanasa L nativa no mostré actividad, por leas probable que no se expresara en
cantidades adecuadas para observar un halo deddeigra de xilano. Por esta razén
solo se caracterizo la enzima templado 310B ya#l EIM1. Los cultivos que contenian
el vector pET-22b(+) sin el gen de xilanasa no maosh actividad frente a xilano

soluble de abedul en ninguna de sus fracciones.
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4.3.2. Secuenciacion de la nueva variante

El gen que codifica la variante DM1, identificadaed proceso decreeningcomo una

variante termoestable, se secuencié para conoesercdmbios introducidos en la

mutagénesis. Se realizO un alineamiento de lasese@s nucleotidicas de la
Xilanasa 310B y DM1 en el servidor EMBL-EBI (Figu®@). A partir de este

alineamiento, se observo que la nueva variante [Pddee la mutacion G1917A.

Luego, se obtuvo la secuencia aminoacidica deridadéa secuencia de DNA de la

Xilanasa 310B y la variante DM1, y se realiz6 uevaalineamiento (Figura 10).

Gen Kilanasa3lOB
Gen XilanasalMl

Fen_Xilanasa3ilOB
Fen_XilanasaDMl

Fen_Xilanasa3lO0B
Fen_XilanasaDMl

TTIGAAGCCGGACTIGATTCCT GECARAGCGCGI GECAGT GCARGCATAACCTTAGAGTCA 1860
TTIGAAGCCGGACTIGATTCCT GECARAGCGCGI GECAGT GCARGCATAACCTTAGAGTCA 1860

EEE R L R R R

ACCCARGCTCATAGCGGTARTARTAGCGCTTTAGTACARGEACGARCTGARLCE
ACCCARGCTCATAGCGETARTARTAGCGCTTTAGTACARGFGCGARCTGARNCE

EEE RS R R R ]

GEETTACAR A A GEATGTARRAGGCTTATTTACAGCAGATARRRCCTATARCGTATCTGCA 1980
GEETTACAR A A GEATGTARRAGGCTTATT TACAGCAGATARRACCTATARCGTATCTGCR 1980
B R AR AR AR R AR AR Rk Rk Rk Rk kR kR hh h kR kR h kR Rk

Figura 9. Alineamiento de secuencias nucleotidica la Xilanasa 310B y DM1.

Se muestra el alineamiento de la regién dondeahipe la mutacion.
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Xilanasa3l0B MEYLLPTRAARGLLLLAAQPAMAMACGGNNKDT FVFEPILEVVAPDTFEFPEAPTRAAETITNG &0
XilanasaDM1 MEYLLPTRAARGLLLLAAQPAMAMACGGNNKDT FVFEPILEVVAPDTFEFPEAPTRAAETITNG &0
EE R R R R
Xilanasa31l0B GFEEDTAGRTTEVGNWVFRETQESSATSTIEVIESEEGVNTYQGTERAVEVNVNTILGDNEW 120
XilanasaDM1 GFEEDTAGRTTFVGNWVFRFTQESSATSTIEVIESEEGVNTYQGTERVEVNVNILGDNEN 120
FEREER R A AR AR AR R AR AR AR AR ARk R Ak kA Rk Ak kA kR kR Rk
Xilanasa3l0B GIEIAYEDLPITGGKNYEF SVWAKGEEGT SADFWIQTPAPDYGRLSLVKETLTGEWQKIT 180
XilanasaDM1 GIEIAYEDLPITGGKNYEFSVWAKGEEGT SADFWIQTPRAPDYGQOLSLVKETLTGEWQEIT 180
FEREER R A AR AR AR R AR AR AR AR ARk R Ak kA Rk Ak kA kR kR Rk
Xilanasa3l0B LTAATAEADSLVRLATIHFSKEENINKSIYLOEFSGFILDOVPAQEIPCVYSEVIAQSLE 240
XilanasalMl LTAATAEADSLVRLAIHFSKEENINKSIYLDEFSGFILDOVPAQEIPDVQYSEVIAQSLE 240
EE R R R R
Xilanasa3l0B ALRAFNFNIGVAVPAGGFGNSVIDRPEIKT I TEQHFNQLSAENTMEFTYLGPTQGEFFYDD 300
XilanasaDMl ALRFNFNIGVAVPAGGFGNSVIDRPEIKTIIEQHFNQLSAENIMEFTYLQPTQGEFFYDD 300
EE R R R R
Xilanasa31l0B SDELVNYAKDNSLTVHGHVEVWHSQIAFWMQSFQELERAWI TMMENHI TGVATHFEEEGD 360
XilanasaDM1 SDELVNYAKDNSLTVHGHVEVWHSQIAPWMOSFQELERAWI TMMENHTI TGVATHFEEEGD 360
FEREER R A AR AR AR R AR AR AR AR ARk R Ak kA Rk Ak kA kR kR Rk
Xilanasa3l0B WD TVVSWLVVNEAFMENGKYRGEKT TDDSADESVWFENIGAEFLPLAYKARRRADPDADL 420
XilanasaDM1 NDTVVSWDVVNEAFMENGKYRGEKT TDDSADESVWFENIGAEFLPLAYKARRARDFDADL 420
FEREER R A AR AR AR R AR AR AR AR ARk R Ak kA Rk Ak kA kR kR Rk
Xilanasa3l0B YYNDYNLIWNADKLDAVIAMVNDFHNNGVPIDEIGFQSHISLNSPDISTIQRHLOEVVDI 480
XilanasalMl YYNDYNLIWNADKLDAVIAMVNDFHNNGVPIDEIGFQSHISLNSPDISTIQRHLOEVVDI 480
EE R R R R
Xilanasa3l0B REKIKVEITELDVEMNNEGGIFLTYLT SERRDEQEQYYYDIVETYLETVFEDQRGGITIN 540
XilanasalMl REKIKVEITELDVEMNNEGGIPLTYLT SERRDEQKQYYYDIVKIYLETVPEDQRGGITIN 540
EE R R R R
Xilanasa3l0B GVIDEDSWLONWPEPKTENFLLFFNDFIAKFPALQGFANALKELIEVVPAPSSELLTNGD €00
XilanasaDM1 GVIDEDSWLONWPEPKTENFLLFFNDFIAKFPALQGFANALKELIEVVPAPSSELLTNGD €00
FEREER R A AR AR AR R AR AR AR AR ARk R Ak kA Rk Ak kA kR kR Rk
Xilanasa3l0B FEAGLDSWRARGSASITLESTQRHSGHISALVQGRIETWNGLQKDVKGLFTADKTYNVSA &60
XilanasaDM1 FERGLDSWRARGSASITLESTQRHSGNNSALVQGRIET ~— === === == —— - — e &38
FERkkk Rk Rk ARk r kR kR kkkkrhkhkhhkhh
Xilanasa3l0B WVELSLDDTSTVSPLIKLILQIEHTSTEYLELTPFVITVARGEWVRLSGTYTHSITTQESRAR 720
¥ilgn@gaM1 -+
Xilanasa3l0B LLYVESSELTADFYVDDVSVILVELEHHHHHE 752
¥ilgnasaDM1l - --—-—r———————————————————

Figura 10. Alineamiento de secuencias aminoacidicde la Xilanasa 310B y DM1.

Se observa la formacion de un codon de términadeatuccion TGA (Trp639Stop)
por lo que la proteina obtenida a partir del clavilDposee 638 residuos aminoacidicos,
114 residuos menos que la enzima templado. Sedpapdbximadamente dos tercios de

uno de los dominios de unién a carbohidratos yola de histidinas que permitia su
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purificacién por lo que se debid trabajar con laima sin purificar en la fraccion
periplasmatica.

A partir de la secuencias es posible calcular lsanmaolecular tedrica de la enzima
310B y DM1 resultando 83.15 kDa y 70.42 kDa repamente.

4.3.3. Curvas de progreso

Se construyeron curvas de progreso de la reaceaitatizada por las xilanasas 310B y
DML1. Los resultados se presentan en las Figuras1Pl A raiz de estos resultados se
utilizé un tiempo total de 4min para las siguientesdiciones ya que la liberacion de
xilosa se encuentra en una relacion lineal corieehfo de reaccion (rango lineal).

Luego de este tiempo se pierde la linealidad.
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T y=0,6218x+0.463
—_ R*=0.9964
,é 6 - ¢ O L g L
= . [
z O
E
£ 4
=4
o~
R
Z
1 4
0 T) T T T T 1
0 5 10 15 20 25
Tiempo (min)

Figura 11. Curva de progreso para la enzima 310B.
Reaccion con xilano soluble (7.89 mg/mL) a 35°C,aemortiguador Tris/HCI 50 mM, CaCk mM,
pH 8.0.
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Figura 12. Curva de progreso para la enzima DM1.
Reaccion con xilano soluble (7.89 mg/mL) a 35°C,aemortiguador Tris/HCI 50 mM, CaCR mM,
pH 8.0.

4.3.4. Temperatura 6ptima

Se determiné la temperatura 6ptima en un rangd@ea®5°C para ambas enzimas. La
reaccion se realiz6 incubando la enzima durantémdcon sustrato xilano soluble de
abedul (7.89 mg/mL), en amortiguador Tris/HCI 50 pB&Ch 2 mM, pH 8.0 (Figura
13). Es muy importante considerar las condicionesisayo ya que la temperatura
Optima no es una caracteristica intrinseca de 2anax) sino que varia al cambiar los

parametros utilizados en la reaccion.
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Figura 13. Temperatura optima para la Xilanasa 3108/ DM1.
Reaccion de 4 min con sustrato xilano soluble (&@mL), en amortiguador Tris/HCI 50 mM,
CaCh 2 mM, pH 8.0.

En base a estos resultados se determiné que |2itatm@ Optima para ambas enzimas
es 41°C. Se sigui6 trabajando a una temperatugdde ya que a 41°C una fraccion de
ambas enzimas se desnatura por lo que los ressilttelovelocidades de reaccion se
verian afectadas con el efecto de termolabilidad.
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4.3.5. Determinacion de velocidades iniciales a diferentesoncentraciones

de sustrato

Se construyeron curvas de progreso en el rangal [paga distintas concentraciones de
sustrato, mostrandose en la Figura 14 los resdtpdm la enzima 310B. Esto permitio
determinar las velocidades iniciales)(para cada concentraciéon a partir de la pendiente
de la curva. Se calculd lg Yara 5 concentraciones distintas de sustratocpsstruy6

un gréafico de Lineweaver-Burk para determinar lasametros Ky Vmax

A partir de este tipo de gréfico, se determinddeidad inicial de reaccion (Vi) para
las enzimas 310B y DM1 que corresponde a la peteds la curva en las curvas de
progreso para cada concentracion de sustrato.dsodtados se presentan en las Tablas
3y4.

[
N
1

R*=10,991

[S8]
1

Xilosa (umoles/mL)

Tiempo (min)

Figura 14. Curva de progreso representativa para laenzima 310B con una concentraciéon de
sustrato de 3.945 mg/mL.
Reaccion a 35°C y amortiguador Tris/HCI 50 mM, G&0inM, pH 8.0.
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Tabla 3. Velocidades iniciales para la enzima 3108 distintas concentraciones de sustrato xilano

soluble.
Reacciones a 35°C en amortiguador Tris/HCI 50 m&Ck2 mM, pH 8.0.

Xilano mg/mL Vi m:lfﬁn]
7.89 0.079
5.26 0.073
3.94 0.068
2.63 0.056
1.97 0.05

Tabla 4. Velocidades iniciales para la variante DMA distintas concentraciones de sustrato xilano

soluble.
Reacciones a 35°C en amortiguador Tris/HCI 50 mBCK2 mM, pH 8.0.

Xilano mg/mL Vi [minfﬁn]
7.89 0.059
5.26 0.052
3.94 0.047
2.63 0.046
1.97 0.042
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4.3.6. Calculo de parametros cinéticos Wax Y Km

Se construyé una grafica de dobles reciprocos \{gager-Burk) para las enzimas
Xilanasa 310B y DM1, donde se representa 1/[Sadtrat 1/V; y su regresion lineal

(Figura 15). A partir de estas graficas de dobksdprocos, es posible obtener los
parametros cinéticos de las xilanasas 310B y DM« Yorresponde al inverso del
intercepto, y k, corresponde a la pendiente multiplicada pg@k«VLos pardmetros se

encuentran detallados en la Tabla 5.

0+
y=15654x+15978
R*=0,8947

E

S y=19.961x+9.9651

£ R*=0,9938 #Xilanasa 310B
E ® Xilanasa DM 1
-]

-1.5 0.5 1

5L

1/[Xilano] (mL/ng)

Figura 15. Grafica de Lineweaver-Burk o dobles regirocos para la Xilanasa 310B y Xilanasa DM1.
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Tabla 5. Constantes K,y Vmax para enzima 310 y DM1.
Los valores se obtuvieron a partir de la grafichideweaver-Burk.

310B DM1

Ko (Mg/mL) 2.003 | 0.980

vmax[ mg ] 0.100 | 0.063

4.3.7. pH éptimo

Se determiné el pH 6ptimo para la Xilanasa 310B ydriante DM1 en un rango de
entre 4 y 11, usando amortiguador Britton-RobinddnmM mas CaGl2 mM. La

concentracion de producto obtenido luego de uneci@a de 4 min a los diferentes pH
se presenta en la Figura 16, donde se muestrd gtedptimo para la enzima templado

310B es 9.2 y para la variante DM1 es 6.3.
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Figura 16. Curva de pH para la enzima 310B y DML1.

4.3.8. Determinacion de Tgo

Se construyeron curvas de termoestabilidad delen&$a 310B y la variante DM1 con
el fin de determinar lasp’. A diferencia de la Seccion 4.2.2, esta vez sizditla
fraccion periplasmética donde, reduciendo las hdeasmduccion, la enzima se obtiene
mas concentrada y con menos contaminantes. Adelh&ssayo se realiz6 a menor
tiempo para que la liberacion de xilosa se relasi@nliinealmente con el tiempo
(diferencias en los resultados se muestran endaBa.

Se incubd las fracciones periplasmaticas de ambaisnas por 7 min a diferentes
temperaturas (shock térmico) y luego, se ensayéclizidad xilanolitica por 4 min

(rango lineal de la reaccion). Se calcul6 la adtdi residual para cada temperatura que
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corresponde al cuociente entre la actividad luegesldock térmico y la actividad de la

muestra sin shock térmico (Figuras 17 y 18).

Se determiné que la xilanasa templado 310B tiereTes! de 38°C, el clon DM1 tiene
una Tso’ de 43°C. La nueva variante DM1 aumenté sf @nh 5°C en comparacion a la

enzima utilizada como templado para la mutagénesis.

Tabla 6. Diferencias en las 3y’ al utilizar diferentes fracciones y distintos tiemms de reaccion.

Sobrenadante Periplasma
20 min reaccion 4 min de reaccion
(Seccion 4.2.2) (Seccion 4.3.8)
310B 38°C 38°C
DM1 50°C 43°C
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Figura 17. Curva de termoestabilidad de la xilanaséemplado 310B.
La preincubacion o shock térmico se realiz6 poiir?. m
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Figura 18. Curva de termoestabilidad de la variantedM1.
La preincubacion o shock térmico se realizd poiiry. m



5. DISCUSION

Se eligio el método de mutagénesis por satura@éa lp generacion de las bibliotecas
por sobre otras técnicas ya que ésta presentajaentanto en el tiempo de trabajo
requerido para el analisis de los clones como eipelde resultados obtenidos. Al
producir bibliotecas focalizadas se reduce el ndrderclones a analizat’. El éxito de
este tipo de acercamiento depende principalmenta fiiema en que fueron escogidos
los sitios a mutar. Es por esto que la etapa deslaotdento de la enzima a mejorar y el

analisis de dindmica molecular es esencial.

En el proceso de mutagénesis se logro obtener gimden ocho de las nueve
reacciones. La reaccion de PCR con los partidoMg Bo generé amplificado a pesar
de haberse intentado en repetidas ocasiones, |Ipupske deberse a problemas en el
disefilo de los partidores. Ya que se contaba corgran numero de reacciones
realizadas con éxito, no se le presté mayor atareiés problemas presentados con los
partidores DM7.

La utilizacion de una DNA polimerasa de alta fidatl supone una baja probabilidad de
gue se produzcan mutaciones no deseadas (tasatald@dnude 0.1%). A pesar de esto,
se gener6 un coddn de término en un lugar distints seleccionados, lo que significd

la expresion de una proteina con 114 aminoacidomsngue el templado.

Luego de la busqueda, se seleccionaron méas de lb@6scpositivos de todas las

bibliotecas (10 o mas clones positivos dependiatelcada biblioteca). Al realizar los
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cuadruplicados de los ensayos de termoestabilidazbtivo resultados positivos para
una gran cantidad de variantes. Para realizar ldsvas de mayor volumen se
seleccionaron maximo 3 clones (los que presentarapor actividad residual) por
biblioteca, debido a la dificultad de controladknsidad éptica de cada cultivo antes de

la induccidn y asi lograr expresar las proteinagealdad de condiciones.

Como se trabajé con un gran nimero de clones @resImas los controles Xilanasa
310B) se utilizo el sobrenadante de los cultivoeagda construccion de curvas de
termoestabilidad, ya que la obtencion de estaifsaces rapida y sencilla. Se observo
una gran diferencia en los valores dg’ Bbtenidos al realizar el mismo anélisis en la

fraccion periplasmatica y a menores tiempos decréag¢rango lineal).

Se encontro otros clones que presentan mayor tetaimkdad que la Xilanasa 310B,
con diferencias de hasta 5°C en esta etapa pralimigstos clones podrian ser
utilizados para evaluar la efectividad del métodseleccion de residuos termolabiles y
para continuar la mejora de la Xilanasa L sin ladiglx del dominio de unién a

carbohidratos.

Al realizar el zimograma de xilanasas se obsentividad en la Xilanasa 310B y la
variante DM1. No se detect6 actividad en la Xilanashativa probablemente por estar

en menor concentracion y/o ser 3 veces menos apiizyéa Xilanasa 310B.

En el gel se observé una gran disminucion de pese & Xilanasa 310B y la variante
DM1. A pesar de que un zimograma no es un métodupegulo para calcular el peso
molecular de una proteina es posible llegar a umend estimacién. Es posible

distinguir algunas bandas discretas de mayor pesmsanuestras Xilanasa DM1 lavado

y periplasma, La aparicion de estas bandas podberse a contaminacion con un clon
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distinto en la muestra DM1 o a problemas en la mdacion al cargar las muestras en

el gel, ya que se comprobd la aparicion de un coddérmino de la traduccion.

Al obtener la secuencia aminoacidica del clon DMd abservdé la mutacion
Trp639Stop, lo que significo la perdida de dositesrde uno de los dominios de unién a
carbohidratos y la totalidad de la cola de 6 ressdde histidina que permitian la
purificacion de la enzima. La Xilanasa DM1 no pokeenutacion en el codon que se
intenté mutar (Glu499, Glu261 con respecto al damuatalitico). La delecién del
fragmento de 114 residuos provocOd un efecto mapyotaetermoestabilidad que el

provocado por cualquier mutacién en los residutecsmnados.

El fragmento eliminado, segun la prediccion delisier I-TASSER, es un sitio rico en
estructura secundaria tipo sabafalo que podria explicar, en parte, el efecto
estabilizador frente al calor. La estructura tipbana se forma por la interaccion de
aminoacidos lejanos (en comparacion con las hétigesnidos por foops, lo que
pudieran otorgar cierta flexibilidad a la estruatyrpor lo tanto inestabilidad frente al
calor. Al perder este sitio termolabil pudo habdoggado una estructura mas rigida y

por lo tanto mas estable.

Se determiné que la temperatura Optima para amtemas es 41°C lo que no era
esperable. Al estabilizar y rigidizar una estrugtua curva de temperatura debiera
desplazarse hacia la derecha, ya que pierde lbifldad necesaria para su actividad a
bajas temperaturas. Esto es una buena sefal yanqueuena termoestabilizacion de

una enzima psicrofila no debiera interferir en stivadad.
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A pesar de haber determinado que la temperaturaaph ambos casos era de 41°C no
se trabajé a tal temperatura ya que se tenia iafddn que a 40°C una fraccién

significativa de la enzima se desnatura. Al utilimaa temperatura menor es posible
minimizar el efecto de desnaturacion en el tiempe podria llevar a errores en la

determinacion de velocidades iniciales. Es impoetarcordar que la temperatura
optima es altamente dependiente de las condicideesnsayo por lo que no es una
caracteristica propia de la enzima. Los valoretedgeratura Optima pueden variar de
un ensayo a otro dependiendo de parametros coptd eliempo de ensayo.

Al determinar los pardmetros cinéticos del clon D8l observé una mayor afinidad
con el sustrato, alcanzandose la semisaturacionlaamitad de concentracion de
sustrato (0.980 mg/mL) en comparacion con el tedgpl10B (2.003 mg/mL). La K

resulté ser bastante baja tanto en la enzima telmgamo en el clon DM1 ya que otras
xilanasas presentan valores sobre los 10 mytfhlLa mejora en este parametro es
confusa ya que, al perder un dominio de union aotadratos se esperaria que la
afinidad por estos disminuya pero, también se posjue estructuras mas rigidas

pueden unir mejor a su sutrato

A pesar de que existen datos publicados por ogosas de investigacion relativos a la
constante de afinidad, no es pertinente compai@io los resultados del presente
trabajo, ya que el sustrato usado (xilano de apedubte una naturaleza distinta a los
usados en los reportes encontrados (avena de mgdera de haya, arabinoxilano de

centeno, etc).
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La Vmaxde la Xilanasa DM1 disminuy6 en un 37% en compéraal templado. En la
literatura no se reportan valores deaVpara otras xilanasas utilizando el mismo

sustrato.

Se determiné que el pH optimo para la Xilanasa 3fL@B9.2 y para DM1 fue 6.3. La
diferencia en los puntos de inflexién en la curegp#l denota un cambio importante en

el ambiente de los residuos cataliticos.

Al realizar las curvas de termoestabilidad en tasdiones periplasmaticas, se observo
un aumento en 5°C en lagf de la enzima DM1 con respecto a la Xilanasa 3HBa
etapa preliminar de seleccion de clones positivgatermind que esta diferencia
pudiera ser de 12°C, pero al repetir el analisiszamdo una fraccion distinta y a
menores tiempos se determind que la diferencia da5°C. No se encontro
publicaciones que reportaran casos similares. [Eesaeo repetir el analisis con la

enzima purificada ya que es la forma en la quesadaien la industria.

El aumento en la termoestabilidad al perder paeteswdl estructura primaria podria
relacionarse con una menor cantidad de estructseasindarias y terciarias que
mantener frente a las alzas de temperatura. A pesque es sabido que cada dominio
posee una cierta independencia estructural y qperidida de un dominio no deberia
influir en la estabilidad de los otros, puede smsilgle que una estructura mas pequefia

pudiera ser mas facil de estabilizar.
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Se ha descrito que las xilanasas con mayor teratmkgddd poseen mutaciones en sus
extremos, mostrando que estos parecieran ser reéspibble a desnaturacion frente al

calor?® 27

Todas estas especulaciones debieran ser resueltasirc estudio acabado de la

estructura completa de la proteina ya que sol@seepel modelo del dominio catalitico.

El aumento de 5°C en la termoestabilidad pudieraisgrimer paso para continuar la
evolucién dirigida comenzando con una enzima coypomgermoestabilidad y afinidad
por el sustrato.
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6. CONCLUSIONES

Se logro la generacion de mutantes simples mediantécnica de mutagenesis por
saturacion. Dentro de las cuales se pudo identiffegantes termoestabes mediante la
busqueda rapida a través de ensayos enzimaticomutante mas termoestable que

resultd ser una proteina truncada (Xilanasa DM1).

Con la obtencién de la Xilanasa DM1, fue posibleentar la termoestabilidad de la
xilanasa templado 310B en 5°C, a pesar de no halmysado la mutacion en el sitio

elegido. La enzima DM1 mantuvo su actividad a begagperaturas.

No obstante la Xilanasa DM1 posee una mayor afihjglar el sustrato, presenta una

disminucion en su velocidad maxima.

Se comprobd la hipotesis planteada de que es pagibhentar la termoestabilidad de la
Xilanasa L, puesto que ademas de la Xilanasa DMibg&vieron 12 clones con una

mejora en su termoestabilidad.
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