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RESUMEN

Las nuevas industrias han incorporado el uso de enzimas psicrofilas dentro de sus
procesos de produccion, lo que les ha permitido reducir tanto el consumo de sustratos
como la produccidén de compuestos toxicos, ademas de ahorrar energia, permitiendo una
disminucién de costos e impacto ambiental y por ello un aumento en la rentabilidad del
proceso. Estas enzimas tienen un alto potencial a nivel industrial biotecnolégico, y
dentro de éstas, las lipasas son foco de atencién dada su alta capacidad de sintetizar e
hidrolizar enlaces ésteres y su exquisita selectividad de sustratos. Sus aplicaciones
involucran la produccion de alimentos, detergentes, farmacos, cosméticos, sintesis de
compuestos quimicos como biopolimeros y agroquimicos y su uso como biosensores,
entre otras.

En este trabajo, el gen de la lipasa 2-17 adaptada a bajas temperaturas fue clonado
en el vector de clonamiento pGEM-T Easy para luego ser incorporado al vector de
expresion pMAL-c2E e integrado exitosamente en las cepas E. coli BL21(D3E) y TBI1.
Se selecciond un clon que posteriormente fue inducido con IPTG 0,3 mM para expresar
la proteina lipasa recombinante, obteniéndose una proteina de fusién soluble de
aproximadamente 90 kDa, consistente con la suma de la lipasa de 47 kDa y de MBP de
43 kDa y que presentd actividad lipolitica una vez purificada, Mediante ensayos en
medio liquido con el sustrato p-nitrofenil caprato se determind que el valor de Km de
esta enzima es de 9,75 mM.

Esta lipasa de fusion recombinante se utilizd para desarrollar métodos de evolucion

dirigida. Para ello fue necesario optimizar el proceso de screeming, desarrollar un
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método para la deteccién de actividad en medio liquido y adaptar la técnica mutagénica
de PCR propenso a error para la lipasa. El protocolo seleccionado fue utilizando medio
TB, a una temperatura de incubacién de 18 °C durante 16 horas, con una concentracién
de IPTG de 0,5 mM en volumen de cultivo de 600 pL. El coeficiente de variabilidad
obtenido para estas condiciones fue de 7,55 %, considerado adecuando dentro del rango
utilizado en la préictica. Se determiné que las condiciones de PCR propenso a error con
una concentracion de magnesio de 7 mM y una concentracién de ADN molde de 0,05
ng/ uL, generaron una tasa mutagénica adecuada, inactivando cerca del 50% de los
clones. Se desarrollé una ronda de PCR propenso a error con el fin de obtener clones de
la enzima que presenten actividad mejorada. Finalmente, se analizaron 400 clones en el
primer ciclo y se obtuvieron 20 posibles clones positivos. Para seleccionar los mejores,
se realizd un nuevo screening solo con los clones seleccionados y a partir de ellos se
escogieron dos variantes. Estos fueron secuenciados y serén analizados posteriormente.
El mejor variante serd caracterizado y podria ser seleccionado como molde para las

signientes rondas de mutagénesis.
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ABSTRACT

Novel industries have incorporated the use of psychrophilics enzymes within
their processes of production, which has allowed reduction in the consumption of
substrates and the production of toxic compounds, besides saving energy, allowing a
decrease of costs and environmental impact therefore an increase in the process yield.
These enzymes have a high potential for the biotechnology industry, and within these,
lipases are the center of attention due to their high capacity to synthesize and to
hydrolyze esters bonds and their high selectivity for substrates. Their applications
involve food production, detergents, drugs, cosmetics, synthesis of chemical compounds
such as biopolymers and agro-chemicals, and their use as biosensors, among many
others.

In this work, the cold-active lipase 2-17 gene was cloned into the pGEM-T Easy
vector system and afterwards incorporated into the pMAL-c2E expression vector and
integrated successfully into E. coli BL21 (D3E) and TB1 strains. From these, one clone
was selected and induced with IPTG 0.3 mM to express the recombinant protein lipase,
obtaining a soluble fusion protein of approximately 90 kDa, consistent with the sum of
the 47 kDa lipase and 43 kDa MBP which, once purified, presented lipolitic activity.
Using tests in liquid medium with the p-nitrofenyl caprate substrate, it was determined
that the value of Km of this enzyme is 9.75 mM.

This recombinant fusion lipase was used to develop methods of directed evolution. To
do so, previous work was necessary, during which the screening process was optimized,

a method for activity detection in liquid medium was developed and a mutagenic
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technique of error-prone PCR for the lipase was adapted. The selected protocol used TB
medium, incubation at 18 °C for 16 hours, a concentration of IPTG of (.5 mM in a
culture volume of 600 pL, The variability coefficient obtained from these conditions was
7.55 %, and it is considered suitable for the rank used in the actually. It was determined
that error-prone PCR with a 7 mM magnesium and 0.05 ng/ nL DNA generated a
suitable mutagenic frequency, inactivating near 50% of the clones. One round of error-
prone PCR was developed with the purpose of obtaining clones with the gene encoding
for the enzyme with improved activity. Finally, 400 clones were analyzed in the first
cycle and 20 possible positive clones were obtained. In order to select the best clones, a
new screening with only the selected clones was performed, and from these two clones
were chosen. Theirs sequences were obtained and will be analyzed in the future. The
best clone will be characterized and selected to be used as template in the next

generation.
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1 INTRODUCCION

1.1 Enzimas Industriales

Las enzimas tienen un papel importante como catalizadores debido a su alto
mimero de recambio y a sus refinados niveles de selectividad, y la utilizacién de éstas
ha Ilevado a mejorar procesos y productos a nivel industrial, Hasta hace poco tiempo, la
biodisponibilidad comercial de muchas enzimas era un factor que limitaba su uso,
particularmente fuera de laboratorios especializados, pero hoy en dia gracias a la
expresion de genes foraneos en organismos como Escherichia coli, la manipulacién de
estos genes ha llegado a ser una técnica rutinaria, que ha asegurado que muchas méis
enzimas estén realmente disponibles y en cantidades suficientes para su estudio.

Por ofra parte un gran mimero de genomas microbianos han sido secuenciados, lo
que ha permitido conocer ciertos genes y con ello, conocer muchas enzimas de interés
industrial, y junto con técnicas de mutagénesis que optimizan estas enzimas, ha crecido
perceptiblemente la gama de enzimas que pueden ser usadas para aplicaciones
industriales, Es asi, como enzimas nativas con baja especificidad a un sustrato, pobre
estabilidad o insuficiente selectividad para una produccién rentable, son actualmente
modificadas y utilizadas para la produccion en muchas édreas industriales como

alimentos, empresas textiles, sintesis de quimicos, biosensores y detergentes entre

muchas otras.




1.2 Condiciones extremas y enzimas adaptadas a bajas temperaturas

La gran diversidad de condiciones climaticas en conjunto con diversos factores
geograficos origina una variedad de ambientes, muchos de los cuales resultan inhdspitos
¢ incluso extremos para los seres humanos y, sin embargo, se encuentran colonizados
por un sinnimero de organismos. La mayor parte de estos organismos son considerados
extremofilos, es decir, organismos capaces de habitar ambientes extremos, y
corresponden mayoritariamente a procariontes. Los microorganismos extremoéfilos que
habitan lugares de altas temperaturas son llamados terméfilos y para los que viven en
zonas de bajas temperaturas cridfilos o psicrofilos (Jaenicke & Zavodszky, 1990;
Jaenicke, 1991; Jaenicke, 1998; Hough y col., 1999).

La temperatura es uno de los factores ambientales méas importantes para la vida y
dentro de las diferentes condiciones de temperatura, los ambientes frios estin
ampliamente distribuidos (Russell y col., 1998; Cavicchioli & Thomas, 2000). Se piensa
que cerca de un 85% de la biosfera terrestre experimenta temperaturas menores a los
5°C, ocurriendo esto en continentes Artico y Antdrtico, regiones montafiosas y agua
marina que cubre un 70% de la superficie (Gerday y col., 1997; Sellek & Chaudhuri,
1999).

Estos microorganismos que habitan ambientes egitremos, deben llevar a cabo
procesos celulares que han sido adaptados para su crecimiento y sobrevivencia a estas
bajas temperaturas. Todos los componentes de la membrana celular y de sistemas de
transporte de solutos intracelulares, dcidos nucleicos y proteinas deben ser adaptados

convenientemente. Otros procesos celulares fundamentales como el metabolismo,




replicacidn, transcripcién y traduccion de proteinas deben también estar disefiados para
soportar el frio. Ademds, estos microorganismos han desarrollado la capacidad de
impedir la formacién de estructuras cristalinas de agua intracelular (Cavicchioli y col.,
2002).

Estas bacterias, acostumbradas a vivir bajo estas condiciones, cuentan con un
sistema enzimatico que trabaja en frio. Es asf como una de las estrategias de tolerancia y
adaptacién al frio mds ampliamente utilizada entre los diferentes organismos, es la
modificacién de los parimetros cinéticos, principalmente de aquellas enzimas
fundamentales en las vias metabdlicas. Otro mecanismo de adaptacion es la sintesis de
nuevas enzimas o isoenzimas que se encuentran activas a bajas temperaturas, la sintesis
de enzimas chaperonas que ayudan en el plegamiento de otras enzimas, una disminucion
en la tasa de degradacidn de proteinas que participan en las principales rutas metabélicas
y en algunos casos un decrecimiento de la tasa metabdlica (Arpigny y col., 1997; Feller
& Gerday, 1997; Gianese y col., 2001).

Ademds, las enzimas que se han ido adaptando al frio presentan temperaturas
dptimas desplazadas cerca de los 15°C y termolabilidad a temperaturas moderadas, entre
20°C y 60°C (Gerday y col., 1997; Feller & Gerday, 2003; Russel, 2000). Es asi como
muchos de los organismos adaptados a bajas temperaturas han desarrollado diversos

mecanismos para sobrevivir bajo estas condiciones extremas.

1.3 Lipasas y sus aplicaciones industriales

Las enzimas lipoliticas como lipasas, carboxilesterasas, y fosfolipasas participan

en la degradacion de diferentes tipos de lipidos. Las lipasas en particular catalizan la




hidrélisis de triacilgliceroles de cadena larga (Pleiss y col., 1998; Fojan y col., 2002).
Todas estas enzimas son fundamentales para el funcionamiento de los organismos tanto
procariontes como eucariontes y su importancia se ve reflejada en las miles de
publicaciones que aparecen cada afio y en la versatilidad biotecnologica de estas
enzimas dado su potencial para catalizar la degradacion de lipidos. Dentro de las
diferentes enzimas lipoliticas, las lipasas hoy en dia, representan una gran parte de las
enzimas utilizadas a nivel industrial dadas sus multiples aplicaciones en diversas areas.
Una lipasa (triacilglicerol acilhidrolasas, E.C.3.1.1.3) es una enzima que bajo
ciertas condiciones acuosas, es capaz de liberar dcidos grasos a partir de triacilgliceroles,
diacilgliceroles y monoacilgliceroles (Villeneuve y col., 2000; Jaeger Eggert, 2002). Su
mecanismo de lipolisis consiste en la accion sobre los enlaces ésteres que se encuentran
presentes en los acilgliceroles liberando acidos grasos y glicerol (Figura 1).
)
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Figura 1 : Reaccion enzimatica de una lipasa. Hidrdlisis de un triacilglicerol catalizada por
una lipasa, resultando en la liberacion acidos grasos y glicerol como productos (Modificado de
Villeneuve y col., 2000).

Sus principales sustratos son triacilgliceroles de cadena larga que presentan baja
solubilidad en agua, por ejemplo, acilgliceroles con cadenas de 10 6 mas atomos de

carbono (Jaeger y col., 1999; Villeneuve y col., 2000).




Las lipasas estin ampliamente distribuidas en diversos animales, plantas y
microorganismos, pero las lipasas microbianas son centro de atencion debido a su
enorme potencial en una gran variedad de aplicaciones biotecnolégicas (Jaeger y col,,
1999), v ademas los microorganismos como bacterias, hongos y levaduras son las
principales fuentes de estas enzimas.

La clasificacién de lipasas ha sido determinada de muchas maneras, siendo la més
utilizada, el alineamiento de secuencias. Las secuencias de lipasas microbianas y de
hidrolasas homologas son tomadas desde bases de datos, y para Ia clasificacién a nivel
de superfamilias se incluyen todas las secuencias encontradas por iteraciones mediante
la herramienta BLAST para una secuencia molde. Luego se subclasifican en familias
mediante alineamientos de multiple secuencias de las familias homdlogas. Con ello, se
logrd establecer la existencia de 6 familias diferentes, entre las cuales, la familia IV, o
grupo HSL (Hormone Sensitive Lipase, dada su gran similitud estructural con lipasas
sensibles a hormonas de mamiferos), corresponde a las lipasas adaptadas a bajas
temperaturas. (Jaeger y col., 1999; Kanaya y col., 1998; Arpigny & Jaeger, 1999).

Adicionalmente, para determinar que una enzima lipolitica corresponda a una
lipasa verdadera se consideran dos factores (i) la presencia de una cadena polipeptidica
que actita como tapa bloqueando el sitio activo, y (ii) por la activacién ¢ inactivacién de
la enzima dependiendo del solvente en el que se encuentra. A medida que el sustrato
aciltriglicérido forma una emulsién, la enzima sufre un cambio conformacional y la tapa
deja expuesto el sitio activo permitiendo el contacto con el sustrato. Cuando la lipasa no
se encuenira en un solvente lipidico, esta cadena polipeptidica bloquea el sitio activo

dejandolo inaccesible al sustrato (Jaeger y col., 1999; Brzozowski y col., 1990).




A pesar de su complejo mecanismo de accidn, la capacidad de ser quimioselectivas
(preferencia por un grupo funcional), regioselectivas (preferencia para romper o crear un
enlace determinado) y estereoselectivas (formacién de un esteroisdmero en particular)
(Santaniello y col., 1992, 1993; Schoffers y col., 1996; Jaeger & Eggert, 2002), ha dado
pie a que las lipasas sean altamente utilizadas como catalizadores en procesos quimicos
e industriales y al gran niimero de aplicaciones industriales con las que hoy se cuenta
(Macrae, 1983; Sharma y col., 2001). Dentro de las principales aplicaciones industriales
estan:

e La industria de detergentes: En la hidrélisis de aceites necesarios para la
produccién de jabones, mejorando la calidad de éstos. Ademds muchas lipasas
son adicionadas a detergentes junto a ofras enzimas que en conjunto catalizan el
rompimiento de enlaces quimicos con la adicién de agua (Jaeger y col., 1999).

e La industria farmacéutica: La esterificacion es utilizada en la resolucién de
mezclas racémicas usadas para la sintesis de productos farmacéuticos, y en la
preparacién de algunos productos en el drea cosmética, ademds de componentes
terapéuticos, agroquimicos y saborizantes (Jacger & Eggert, 2002).

o La industria de alimentos: La interesterificacion es utilizada en el me¢joramiento
de las propiedades fisicas de ldcteos como quesos y mantequillas, mejorando el
proceso quimico tradicional de su elaboracién. (Pandey y col., 1999).

e La industria agricola: Utilizada en la elaboracidn de pesticidas.




Hoy en dia el nfimero de aplicaciones industriales de las lipasas ha ido en aumento,
ampliando su utilidad a nuevas ireas como la produccién de biodisel, cuero y la

elaboracién de biosensores (Jaeger & Eggert, 2002).

14 Estructura y mecanismo de accion de las lipasas

Los triacilgliceroles son lipidos no cargados formados por una molécula de
glicerol, que tiene csterificados sus tres grupos hidroxilo por tres dcidos grasos saturados
o insaturados, y aunque los dcidos grasos de cadena corta son levemente solubles en
agua, los compuestos con 4cidos grasos de cadena larga esterificados a glicerol son
insolubles (Gupta y col., 2004).

La actividad de una lipasa depende de la presencia de un solvente lipidico y es por
ello que se defini6 una lipasa como “una carboxilesterasa que actia en la emulsién de
sustratos”. Sarda y Desnuelle (Sarda & Desnuelle, 1958) demostraron cuantitativamente
que la lipasa pancredtica exhibia muy poca actividad cuando el sustrato, la triacetina
(triacilglicerol constituido por dcidos grasos de cadena corta) estaba perfectamente
solubilizado. Sin embargo cuando se utilizaban concentraciones de triacetina por encima
de su limite de solubilidad, se formaban emulsiones que eran hidrolizadas por la lipasa
de una forma mds eficiente.

Este fenomeno de catélisis de una reaccion heterogénea es unico de las lipasas e
involucra una activacion interfacial, es decir, un incremento en la actividad enzimatica
cuando la solubilidad del sustrato se excede y aparecen las fases lipido-acuosa. Esta
propiedad traté ser explicada cuando fue dilucidada la primera esiructura 3D de una

lipasa. Se encontré que el sitio activo de la lipasa estd cubierto por una cadena




polipeptidica que actila como tapa, la cual deja inaccesible el sitio activo para moléculas
de sustrato (Winkler y col., 1990; Brady y col., 1990). Sin embargo, en la mayoria de los
casos, cuando una lipasa se encuentra en las fases lipido-acuosa, un cambio
conformacional toma lugar, causando que la tapa sea movida fuera y el sitio activo de la
lipasa queda completamente accesible, permitiendo la hidrolisis del sustrato (Van
Tilbeurgh y col., 1993; Sarda & Desnuelle, 1958). A comienzos de los afios 90, gracias
a la elucidacién de nuevas estructuras tridimensionales que permitieron obtener
numerosos datos bioquimicos y cinéticos de las lipasas, se planted la hipdtesis de que no
todas estas enzimas presentaban el fendmeno de activacion interfacial, y que la presencia
de la tapa polipeptidica no estaba necesariamente correlacionada con dicha activacién.
Hoy en dia esta hipétesis sigue en estudio, pero aun no es claro cual es el real
mecanismo que permite la activacion de las lipasas.

Estructura de las lipasas:

Las lipasas microbianas son extensamente utilizadas para catalizar reacciones de
hidrélisis, alcoholisis, esterificacién y transesterificacién de triacilgliceroles y de ofros
ésteres insolubles en agua ya que presentan una amplia especificidad de sustrato.

A pesar de que muchas lipasas catalizan las mismas reacciones, al mirar sus
secuencias es posible observar que éstas varfan ampliamente, sin embargo, todas
conservan un pentapéptido, el motivo GxSxG, donde el nucledfilo es siempre una serina.
Este motivo forma un doblez tipo y entre la ldmina Bs y la a hélice siguiente, lo que
forma la estructura mas conservada del llamado plegamiento o/p hidrolasa (Figura 2),
muy caracteristico de las lipasas (Pleiss y col,, 2000). La maquinaria catalitica de las

enzimas con este tipo de plegamiento estd formado por una triada catalitica, que
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corresponde a tres residuos ubicados bajo una geometria muy conservada en los loops y
en el sitio de la hoja B. Asi, un residuo nucleofilo que suele ser una serina, un residuo
catalitico comtinmente aspartato o glutamato y finalmente un residuo de histidina
forman la triada (Jaeger y col., 1999). La histidina catalitica se ubica en un loop (de
largo y conformacion variable) justo después de la hebra Pg del plegamiento a/f
hidrolasa. (Fischer & Pleiss, 2003).

La estructura o/p hidrolasa estda conformada por ocho hebras B centrales entre las
cuales siete se encuentran ubicadas de forma paralela, mientras que solo una (f3;), de

manera antiparalela. Las hebras § conforman una estructura semicilindrica (Figura2).
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Figura 2: Estructura tridimensional de una esterasa con un clisico plegamiento de w/p-
hidrolasa. Las o hélices y las hebras  son mostradas en azul y amarillo, respectivamente. La
triada catalitica conformada por serina, aspartato e histidina se exhibe a través de las
abreviaciones Ser154, Asp251 e His281. N y C denotan amino y carboxilo terminal,
respectivamente (Byun y col., 2007).




Las estructuras B, y B; se encuentran unidas directamente y de manera continua. La
hebra B, se une con la B; pero de manera interrumpida por la hebra B, que a su vez esta
conectada con la B; mediante una o hélice. La hebra B4 se conecta a través de una a
hélice con la Bs (Figura 3). Este patron se repite hasta la Gltima hebra B, y la estructura

finaliza con una a hélice que contiene el carboxilo terminal (Gupta y col., 2004).

Figura 3: Diagrama del plegamiento «/B-hidrolasa. Las hebras B estan representadas por
flechas verdes mientras que las o hélices lo estdn por cilindros de color azul. Las lineas
discontinuas indican la localizacion de posibles inserciones. Los circulos rojos representan la
ubicacion de los residuos de serina, cisteina o aspartato (nucleofilo) ubicados posterior a la hebra
Bs, el residuo catalitico aspartato o glutamato situado generalmente a continuacion de la hebra f3;
y el residuo de histidina altamente conservado ubicado a continuacion de la ultima hebra p.
(Jaeger y col., 1999).

Asociado al sitio activo se encuentra la cavidad oxianionica que esta formada por
parte de la cadena polipeptidica, especificamente un residuo situado en la regién N-
terminal y un residuo en la region C-terminal proximo al residuo nucleofilico catalitico
(Jaeger y col., 1999; Pleiss y col., 2000). EI residuo de la cavidad oxianionica que se

encuentra proximo al nucleéfilo es estructuralmente conservado y puede formar parte de

dos secuencias consenso (Pleiss y col., 2000). Es importante considerar que las lipasas




se diferencian entre si en la posicion de las a hélice como también de los loops que
entran en contacto con el sitio activo (Nardini & Dijkstra, 1999).

Por otra parte, el mecanismo catalitico se ve favorecido por la presencia de
bolsillos en el sitio activo, que acomodan las cadenas acilo de sus sustratos. Estas
hendiduras son denominadas sn-1, sn-2, sn-3. Asi, la preferencia por el sustrato estd
determinada por el caricter hidrofébico y el tamafio de los bolsillos (Jaeger y col,
1999).

Catalisis y especificidad de la lipasa al sustrato:

El mecanismo de catalisis se inicia en un primer paso, cuando el sustrato interactia
con el residuo nucleofilico del sitio activo, formdndose un intermediario tetraédrico
transitorio, que es estabilizado por los residuos de la cavidad oxianidnica, Ia histidina y
el residuo 4cido del sitio activo. La transferencia de un protén por parte de la histidina
produce la liberacion del alcohol y la formacion de un intermediario covalente. Luego, el
ataque de un nucledfilo, como agua en una reaccién de hidrdlisis, alcohol o éster en
reacciones de transesterificacion, forma nuevamente un intermediario tetraédrico. Asi, la
transferencia de un protdn lleva a la formacidn de producto, acido o éster, y a la
regeneracion de la lipasa (Jaeger y col., 1999).

Sistemnas de ensayos para determinar la actividad lipolitica:

Hoy en dia un gran nimero de ensayos para detectar la actividad lipolitica de las
lipasas han sido desarrollados dependiendo de los sustratos que utilicen, existiendo
diferentes formas para detectar esta actividad lipolitica, por ejemplo, mediante

espectrofotometria, fluorimetria, y colorimetria, entre otros. Ademas muchas veces es
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necesario adaptar estos ensayos a las condiciones y necesidades particulares de la lipasa
o enzima lipolitica en cuestién.

Factores que afectan Ia produccidn de lipasas recombinantes:

Una enorme variedad de condiciones han sido descritas a la hora de determinar los
factores que afectan la productividad de enzimas lipoliticas en diversos sistemas de
expresion. Ciertas concentraciones de metales, carbono y fuentes de energia podrian
afectar la produccidn de la enzima. Ademds, muchas lipasas no son exportadas fuera de
la célula, sino que mas bien permanecen en el citoplasma, por lo que se dificulta atn
mas su produccion, Es importante considerar que ciertas bacterias cuentan con proteinas
chaperonas que estan codificadas rio abajo de los genes estructurales de la lipasa, y cuya
misién es ayudar en el plegamiento apropiado de la enzima para alcanzar su
conformacidn nativa (Hobson y col., 1993).

Es por ello que gran parte de los estudios descritos tratan de establecer como

definir condiciones éptimas para la produccion de lipasas recombinantes.

1.5 Aplicaciones de enzimas adaptadas al frie

Las bacterias criofilicas estin acostumbradas a vivir bajo condiciones de muy bajas
temperaturas, por lo que cuentan con un sistema enzimatico que trabaja en frio el cual es
responsable de su adaptacion. Asi, los genes que codifican estas enzimas, son cada vez
mas estudiados y mds aplicaciones estdn siendo atribuidas a ellas. Dentro de Ias
principales aplicaciones industriales de las enzimas adaptadas al frio, se encuentran i) la
industria textil con procesos como pulido biologico ii) la industria de detergentes en la

cual la incorporacién de estas enzimas criofilicas podria disminuir el consumo
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energético iit) la industria alimenticia, principalmente ldcteos, jugos, carnes, cerveza y
vinos iv) la industria quimica, en la cual estas enzimas median procesos que involucran
reactivos y productos sensibles a temperaturas v) en biotecnologia permitiendo procesos
como biorremediacién de lugares con condiciones extremas, la inactivacién de
productos fundamentales en dreas como biologia molecular que utilicen otras enzimas, y
la elaboracién de biosensores vi) y finalmente en la industria farmacéutica para la

preparacion de productos de cosmetologia y medicamentos (Cavicchioli y col., 2002).

1.6 Optimizacién de enzimas

El interés por modificar la funcionalidad de las proteinas, o incluso crear funciones
nuevas en una enzima, ha tomado cada vez mas fuerza debido al gran mimero de
aplicaciones industriales que requieren de enzimas como biocatalizadores, y que muchas
veces deben presentar condiciones extremas, como eficiencia a muy bajas o muy altas
temperaturas y pHs, tolerar agentes denaturantes u otros productos quimicos y trabajar
en la ausencia de ligandos y proteinas accesorias,

Ademés estas enzimas deben ser estables y estar adaptadas para las condiciones de
trabajo industrial, sin dejar de lado su alta actividad especifica y su especificidad por un
sustrato dado, ademads de formar el producto deseado en los mds altos niveles posibles,
sin producir con ello compuestos téxicos que pudiesen ser nocivos para la célula. Esto
considerando que deben ser ficiles de producir y a bajo costo para que los procesos sean
rentables.

Es asf como la ingenieria de proteinas hoy en dia ha permitido realizar un gran

salto en la modificacién de enzimas que tienen potencial industrial y, mediante los

13




procesos de ingenieria racional de proteinas y evolucién dirigida, muchas enzimas con

potencial industrial han sido optimizadas.

1.7 Evelucion dirigida

A menudo las enzimas de uso industrial no presentan la especificidad por el
sustrato deseada, exhiben una pobre estabilidad o no son lo suficientemente selectivas
para llevar a cabo la produccitn rentable de algin producto quimico en particular o de
alglin intermediario. En solucion a esto, la técnica de evolucion dirigida ha emergido
como una herramienta de gran alcance para mejorar catalizadores presentes en la
naturaleza haciéndolos mds convenientes como biocatalizadores industriales.

Nuevos acercamientos en diversas areas de investigacién animaron la amplia
aceptacion de evolucién dirigida como una técnica eficiente para la modificaciéon de
enzimas, ya que fue disefiada como una herramienta para generar de manera azarosa
nuevas enzimas con caracteristicas mejoradas para su uso como biocatalizadores,
aumentando por ejemplo, la actividad o la termoestabilidad enzimdtica (Arnold y col.,
2001).

Recientes ejemplos de aplicaciones de evolucion dirigida para el mejoramiento de
lipasas y esterasas incluyen la alteracion de la especificidad de sustratos de estas
enzimas. Bornscheuer y col, (1998) lograron mejorar la especificidad de una esterasa de
Pseudomonas, aumentando hasta 4 veces sus especificidad. Por otro lado, la técnica de
evolucién dirigida ha sido una eficiente herramienta para mejorar la actividad de

fosfolipasas obtenidas a partir de organismos como Bacillus thermocatenulatus
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(Kauffmann, & Schmidt-Dannert, 2001) y Staphylococcus hyicus (Van Kampen &
Egmond, 2000).

La evolucidn dirigida es una técnica que se basa en la introduccion de mutaciones
aleatorias y/o recombinaciones en la proteina bajo estudio, produciendo diversidad en un
gen, basindose en las propiedades que se desea introducir si es que no se encuentran
presentes en la proteina de interés o mejordndolas, si es que lo estan. Por lo tanto, se
seleccionan los genes codificantes para las proteinas patrones (que serdn utilizadas como
molde) y tras varias rondas de mutacion y seleccidn, se da a lugar finalmente a una
coleccion de proteinas modificadas entre las cuales se espera encontrar alguna que
presente las caracteristicas deseadas, por ejemplo, una enzima que exhiba un incremento
en su actividad (Zhao & Arnold, 1999).

Es asf como la evolucién dirigida combina algunos métodos para la generacién al
azar de bibliotecas genéticas y estrategias para la seleccién de variantes de una enzima
que posean caracteristicas especificas, especialmente actividad catalitica creciente, un
aumento en la selectividad o una estabilidad mejorada.

Etapas de evolucion dirigida:

La evolucién dirigida se divide principalmente en 3 etapas, la generacién de la
diversidad genética, la expresién de las variantes obtenidas y la seleccion de las
proteinas con las caracterfsticas deseadas.

La primera etapa consiste en elaborar una genoteca con variantes del gen inicial, es
decir, del gen que se desea mejorar. Una de las formas mds utilizadas para la generacién
de mutantes es mediante PCR propenso a error (Cadwell & Joyce, 1992), Esta técnica

introduce errores al azar en el proceso de amplificacién, produciendo imperfecciones y
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asi, mutaciones, Estas mutaciones son provocadas debido a condiciones de reacciones
poco apropiadas para el trabajo de amplificacidn de la enzima ADN Tagq polimerasa.
Dentro de los principales factores que modulan la frecuencia mutagénica se encuentran
(i) el uso de andlogos de dNTPs como 2-amino purina o 5-bromo uridina, (ii) el
desbalance en las concentraciones de dNTPs agregados, ya que al agregar uno en mayor
proporcion es utilizado en mayor frecuencia por la enzima (jii) la incorporacioén de Mn*?
ya que actla enmascarando a los nucledtidos provocando errores en la formacion de
nuevas cadenas (iv) el aumento en la concentracion de Mg en la mezcla de reaccién, lo
que permite estabilizar pares de nucle6tidos que no son complementarios y (v) el uso de
factores que aumenten la amplificacion a partir de nuevas hebras, por ejemplo,
disminuyendo las concentraciones de ADN molde o aumentando el nimero de ciclos
(Cadwell & Joyce, 1992). Mediante la variacién de estas condiciones de reaccion, se
puede manejar la tasa mutagénica producida en la secuencia blanco, para que no
presente muchas mutaciones, lo que provoca la pérdida de la actividad, ni muy pocas,
con lo cual muchos clones no serian mutantes, aumentando el nimero de clones que
deben ser analizados.

La segunda etapa consiste en la expresion de los genes codificantes para las
proteinas que se desean obtener, para lo cual es fundamental la eleccién de un sistema de
expresién (vector de expresion y hospedero) adecuade a las caracteristicas de la
proteina, teniendo en cuenta la solubilidad, la localizacién celular de la proteina como

también la adquisicion de una nueva propiedad (cola de His o formacion de proteina de

fusion) para su posterior purificacion. En esta etapa, los clones son crecidos hasta fase
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exponencial y la induccién de la proteina recombinante dependerd del sistema de
expresion escogido.

Para proteinas que no son exportadas al medio extracelular, es recomendable idear
alguna estrategia para lisar la célula y asi poder ver la expresién de la protefna en el
medio.

Finalmente en la tercera etapa se realiza una seleccion de los clones que expresen
las proteinas con las caracteristicas deseadas. Esta tarea puede realizarse mediante
seleccidn in vivo o deteccidn in vitro a través la formacidén de productos coloreados que
pueden ser detectados por fluorescencia o colorimetria (Rellos & Scopes, 1994).

La técnica mutagénica PCR propenso a error ha sido ampliamente utilizada para
mejorar actividad y estabilidad enzimadtica a altas temperaturas. Huimin Zao y Frances
H. Amold (1999), lograron aumentar la termoestabilidad de una subtilisina mediante
evolucién dirigida. Las mutaciones fueron producidas utilizando PCR propenso a error y
el proceso de screening requirié de un ensayo de actividad residual, que consistié en
calentar la enzima a cierta temperatura por un determinado tiempo, y posteriormente
realizar el ensayo de actividad. El cuociente entre la actividad de la enzima calentada y
la actividad de la enzima sin calentar, correspondid entonces, a la actividad residual, Los
variantes con mejores resultados fueron seleccionados obteniendo un aumento en la vida
media de la enzima tratada a 65 °C de hasta 200 veces. Por otro lado, Huang (2008)
logro aumentar hasta 6 veces la actividad de una lipasa de Bacillus pumilus mediante
PCR propenso a error, mientras que Ningyan Zhang (2003) aumento la termoestabilidad

de una lipasa de Candida antdrctica utilizando la misma técnica. Ningyan obtuvo
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mutantes que presentaron un aumento de hasta 20 veces en la vida media de la enzima
expuesta a 70°C.,

Actualmente el protocolo de evolucion dirigida incorpora el método de DNA
shuffling como parte del proceso mutagénico principal (Stemmer, 1994). Asi, los genes
que codifican para enzimas con caracteristicas mejoradas, son fragmentados al azar y
utilizados en un PCR donde actiian como moldes sobre otros fragmentos convirtiéndose
en la plantilla para la generacion siguiente (Moore y col., 1997). Usualmente se realizan
varias rondas de mutaciones mediante PCR propenso a error y una vez seleccionados los
mutantes con las caracteristicas mejoradas se proceden a recombinar los genes
nuevamente mediante la técnica de DNA shuffling y se seleccionan los mutantes que
presentan un resultado afin mejor.

Es claro que la evolucion dirigida ha tenido, en un corto perfodo de tiempo, un
significativo impacto en el campo de la biocatalisis. La lista de enzimas que estén sujetas
a su optimizacidn continia amplidndose y es claramente posible optimizar la actividad y

la selectividad de estas enzimas.

1.8 Elaboracidn y optimizacién del proceso de screening

En general el concepto de evolucion dirigida depende de la disponibilidad de
sistemas que permitan identificar variantes interesantes de enzimas dentro de toda
diversidad genética generada artificialmente. Un prerrequisito para realizar evolucion
dirigida, dado el alto nfimero de variantes que deben ser analizados, es que estos

sistemas permitan la deteccidn de caracteristicas especificas de la enzima, por ejemplo

actividad enzimética, en pequefias escalas de cultivos y en condiciones de procesamiento




de alto rendimiento (Salazar & Sun, 2003). Es por ello, que dentro de las etapas de
generacion de la diversidad molecular y la seleccién de las secuencias mutantes que
realizan la funcién deseada en la proteina, el proceso de seleccidn es considerado mucho
mas desafiante. Sin una efectiva estrategia de screening, la habilidad para aislar
exitosamente los clones es severamente disminuida. Asi, un buen proceso de screening
debe considerar i) un alto rendimiento en el procesamiento para incrementar la
probabilidad de encontrar clones favorables, ii) que sea suficientemente sensible, es
decir, que permita la deteccién de pequefios cambios en la actividad, iii) que sea
altamente reproducible, para que la sefial de los clones activos no sea dependiente de
variantes externas dificiles de controlar, sino que sea dada por la mutacién y vi) un
rapido método de seleccion (Salazar & Sun, 2003).

Es asi, como muchos autores han definido lo que hoy se conoce como “First Law
of Directed Evolution, you get what you screen for”, que destaca la importancia de un
buen sistema de screening. La eleccién correcta de un andlogo de sustrato utilizado para
medir la reaccion, debe permitir una ficil deteccion de los productos de reaccién pero al
mismo tiempo debe entregar resultados confiables. Por ejemplo, para medir actividad y
selectividad enzimatica, generalmente se utilizan anélogos de sustratos que generen un
producto coloreado, el cual es medido a través de espectrofotometria (Salazar & Sun,
2003). Por otro lado, la termoestabilidad es medida determinando la vida media de una
enzima a cierta temperatura, por lo que la enzima debe ser calentada previa a la reaccion.

Otro requisito importante para un buen protocolo de screening es la disponibilidad
de métodos que permitan automatizar el proceso. Algunos métodos incluyen sistemas de

deteccion de alto rendimiento, basados en anélisis de imagenes y softwares que permiten
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seleccionar los mejores clones. Ademas se han desarrollado algunos métodos
estadisticos y sistemas para la gestién de datos que permiten evaluar los resultados del
proceso de screening y manejar el alto niimero de datos (Salazar & Sun, 2003).

Asi, la técnica de evolucién dirigida permite analizar muchos datos que estin
compuestos por una gran cantidad de variantes. Ademds las copias individuales pueden
ser recuperadas y su actividad puede ser medida en formatos de micro placas de 96
pocillos. A pesar que el rendimiento generalmente es reducido, dado el tamaiio de cada
pocillo, se tiene la ventaja de que esta técnica permite una determinacién cuantitativa de
la actividad, ademas de permitir automatizar el procedimiento de screening o sondeo de
los mutantes.

En base a lo anterior, el desarrollo de un correcto sistema de screening que permita
seleccionar variantes del gen de una lipasa psicréfila, que presenten un aumento en la
actividad lipolitica, y que ademas este sistema permita a futuro seleccionar otras
propiedades enzimaticas como termoestabilidad o selectividad, seria un aporte 2 la

ingenierfa de proteinas y para el estudio molecular de estas enzimas.
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OBJETIVO GENERAL
Clonar y expresar el gen de la lipasa psicrofilica 2-17 ya caracterizada y desarrollar
un sistema de screening que permita seleccionar clones que presenten un aumento en la

actividad, obtenidos mediante evolucion dirigida.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Clonar el gen que codifica para la lipasa 2-17, activa a bajas temperaturas.

e Expresar de forma recombinante el gen codificante para la lipasa 2-17 y obtener
de forma pura y activa esta enzima psicrofila.

e Determinar el valor de Km de la enzima para desarrollar ¢ implementar un
ensayo de actividad en medio liquido que permita el analisis masivo de clones
del gen de lipasa.

e Desarrollar y optimizar un protocolo de screening que permita discriminar
variantes de la lipasa 2-17 que presenten una actividad lipolitica mejorada. Este
protocolo debe tener un coeficiente de variabilidad suficientemente bajo, que
preferentemente no supere el 10%.

e Determinar las condiciones para comenzar a desarrollar las librerias de mutantes

mediante la técnica de PCR propenso a error.

¢ Obtener mutantes que presenten una actividad lipolitica mejorada.




2 MATERIALES Y METODOS

ﬂ

2.1 Materiales:

2.1.1 Cepas bacterianas

Tabla I: Cepas bacterianas utilizadas durante el seminario de titulo.

TIPO DE BACTERIA

GENOTIPO

E. coli cepa DH5u

F ®80dlacAM15 A(lacaya-argF) Ul6S recAl endAl
hsdR178r,mD) phoA supB44 A thi-1 gyrA96 relAl.

E. coli BL21(D3E)

F~ ompT hsdSg (remg") gal dcm (DE3).

E. coli TB1

FaraA(lac-proAB)[@80dlacA(lacZ)M15]  rpsL(Str™) thi
hsdR.

La cepa bacteriana 2-17 que se utilizé para obtener el gen de Ia lipasa, se aislo de la
Antértica chilena en la Isla Rey Jorge, ubicada en la base aérea Frei Montalva (Lat 62°

11”S Long 58° 58"W).

2.1.2 Reactivos

Tabla IT: Reactivos utilizados durante el seminario de titulo.

LABORATORIO | REACTIVOS
Promega (WI-USA) | Enzima de restriccion Hindlll. ADN Taq polimerasa, pGEM-
T Easy.
Invitrogen (CA-USA) | T4 ADN ligasa, estindar de tamafio molecular 100pb y 1Kb,
dNTPs, cepa E. coli DH5a.
Sigma (MO-USA) | X-GAL, IPTG, goma arabica, p-NFC.
Fermentas Estandar de tamafio molecular pretefiido de proteinas, enzima

de restriccion Kpnl.

Difco (DT- USA)

Triptona, extracto de levadura, medio LB preparado, agar.

New England Biolabs | pMAL-c2E, cepa E. coli TB1, resina de amilasa.
(MA-USA)
Novagen, Madison | E. coli BL21(D3E).
(WI-USA)
Qiagen Los sistemas de purificacion de productos de PCR, de ADN
plasmidial y de extraccién de ADN desde geles de agarosa.
Winkler Tris, SDS, glicerol.
J.T Backer Cloruro de sodio.
Fermelo Agarosa.
Merk El resto de las sales, 4cidos, bases, bromuro de etidio y

solventes de grado analitico o de biologia molecular.
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2.1.3 Vectores de clonamiento y expresion

Vector de clonamiento pGEM-T Easy:

El vector de clonamiento pGEM-T Easy se utilizé para obtener un alto nimero de
copias de fragmentos de ADN que se amplificaron previamente. El vector pGEM-T
Easy posee una timina no apareada en el extremo 3’ de cada una de las hebras en el sitio
de inserci6n lo que permite la ligacién de segmentos de ADN obtenidos por PCR, que
tienen una adenina en el extremo 3’ de cada hebra, debido a la actividad adenil-

transferasa de la ADN Tag polimerasa.

Xmnl 2009 1
17 1 start
Scal 1890 a1 2107 / 1o 14
) Aalll | 20
M o Spht | 26
BstZl | 31
B | 3
st
Am T
P pGEM~-TEasy  lacz st | &
Vector ' EcoRl | =2
{3015bp}
Spel 64
EcoRl | 70
Nott 77
BstZl 77
Psil 88
ori San a0
Ndel 97
Sacl 109
BsiXl 3118 3
Nsit  [127 g
4 =
T spg g

Figura 4: Vector de clonamiento pGEM-T Easy. F1 ori: ori de ADN de hebra simple
derivado del bacteriofago F1. Amp": gen de resistencia a ampicilina. lacZ: region codificante
para la P-galactosidasa interrumpida por el sitio de muitiple clonamiento (Modificado de
“Sistema de Vectores pGEM-T y pGEM-T Easy” de Promega, Cat. A1380).
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Vector de expresion pMAL-c2E:

Para la expresion de las proteinas recombinantes en E. coli se utilizo el vector
pMAL-c2E, en el cual el gen clonado se inserta en el sitio multiple de clonamiento
(MCS) rio abajo del gen malE, que codifica para la proteina de union a maltosa (MBP),
resultando en la expresion de una proteina de fusion a MBP. Esto permite la
estabilizacion de la proteina y su purificacion mediante cromatografia de afinidad en la
cual la proteina de fusién se une a maltosa. El vector pMAL-c2E tiene una delecion en la
secuencia sefial malE, lo que resulta en la expresion citoplasmatica de la proteina de
fusion.

A B NS

mal € IMCS M’

polylinker Cloning &
(acZe Expression

Proteass
B Cleavage
\armlnalor S
Targel
&>

malE

Pll:
pMAL-c2X
Load & Wash
pMAL-p2X Amp'
lacl ¥ T
(D
s E Mal
. Iute With Maltose
- ~ M13 on H
pBR322 ori
Ta
LD
pMAL-c2E, pMAL-p2E Polylinker
Kon | FcoR| BamH| Xbal  Sall Pst| Hind I
[ |
malE. GAT GAC GAT GAC AAG GTA CCG GAA TTC GGA TCC TCT AGA BTC GAC CTG CAG GCA AGC TT6...ecZa
Asp Asp Asp Asp Lys
‘t Enterokinase

cleavage site

Figura 5: Vector de expresion pMAL-c2E. (A) Mapa del vector pMAL-c2X: Ori pBR322:
ori bacteriano derivado de pBR322. M13 ori: Ori de ADN de hebra simple derivado del
bacteriofago M13. Amp": gen de resistencia a ampicilina. Lacl: gen que codifica para represor
lac. Py control del promotor hibrido tac. LacZ: region codificante para la p-galactosidasa
interrumpida por el MCS. malE: secuencia codificante para la proteina MBP. (B) Esquema del
clonamiento y expresion de la proteina de fusién. malE: secuencia codificante para la proteina
de unién a maltosa (MBP). (C) Mapa del MCS del vector pMAL-c2E. La flecha indica el sitio
de corte para la enzima enteroquinasa (Riggs y col., 1985, Manual “Proteina de fusion pMAL
y sistema de purificacion” de New Englad BioLabs, Cat. WO2007/ 120809).
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2.1.4 Medies de cultive liquides

Medio Luria-Bertani (LB)

El medio LB contiene por cada 1 L de solucién: 10 g de triptona, 5 g de extracto
de levadura vy 5 g de cloruro de sodio. El volumen se llevé a 1 L con agua Milli-Q y el

pH se ajustd a 7. Se esteriliz6 por autoclave y almacené a temperatura ambiente.

Medio TB

Este medio contiene por cada 1 L de solucién: 12 g de triptona, 24 g de extracto
de levadura y 4 mL de glicerol. El volumen se llevé a 900 mL con agua Milli-Q, se

esterilizé por autoclave y se agregd 100 mL de fosfato de potasio estéril 10 % pH 8,6.

Medio rico con Glucosa y Ampicilina

Por cada litro de solucién el medio contiene: 10 g de triptona, 5 g de extracto de
levadura, 5 g de cloruro de sodio y 2 g de glucosa. El volumen se llevé a 1 L con agua
Milli-Q. Se esterilizé por autoclave y antes de utilizar se le agregé ampicilina a una

concentracién final de 100 pg/mL.

2.1.5 Medios de cultivo solidos

Para la preparacién se agregd agar al 1,5 % p/v a los medios liquidos. Los

antibiGticos se esterilizaron por filtracién antes de ser agregados al medio de cultivo.
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2.1.6 Soluciones Stock

IPTGO,1 M
Se preparé una solucion stock de IPTG 0,1 M en agua Milli-Q estéril, Se esterilizé
por filtracién mediante un filiro con un tamafio de poro de 0,2 um (Sartorius, Hannover-
Alemania). Se almacend a -20 °C.
XGal 50 mg/mL
Se prepard una solucién stock de 5-bromo-4-cloro-3-indolil-D-galactosido (XGal)
a una concentracion de 50 mg/mL en N,N’- dimetil-formamida. Se almacené a -20 °C.,
Ampicilina 100 mg/mL
Se prepar6 una solucién stock de ampicilina a una concentracién de 100 mg/mL en

agua Milli-Q estéril. Se esterilizé por filtracién utilizando un filtro estéril con un tamarfio

de poro de 0,2 pm. Se almaceno a -20 °C.




2.2 Meétodos:

o Metodologia utilizada para el clonamiento del gen de lipasa

2.2.1 Cultivo de microorganismos
Crecimiento y mantencién de microorganismos en medio sélido

Las cepas de E. coli BL21 (DE3), TB1 y DH5a stock se crecieron en placas con
medio LB-agar a 37 °C durante 16 h y se mantuvieron a 4 °C por perfodos menores a 30

dias.

Crecimiento de cepas en cultivos liquidos

Las cepas de E. coli se inocularon en los medios correspondientes, suplementado
con el antibiético requerido. Se incubaron a 37 °C en un agitador orbital (MaxQ 4000,

Barnstead, Lab-Line, lowa, USA) a 200 rpm, hasta alcanzar la O.D. deseada.

2.2.2 Amplificacién de ADN a través de PCR mediante Elongasa®

Para la amplificacién del gen de lipasa se utilizé la enzima Elongasa®, ya que
comete menos errores durante la amplificacion que la ADN Taq polimerasa. Las
reacciones de PCR se realizaron en tubos Eppendorf de 600 pL esterilizados por
autoclave.

El PCR consistié en 2 mezclas que completaban un volumen final de 50 pL. La
mezcla 1 se preparé de la siguiente forma: los partidores (presentados en la Tabla III) se
agregaron en una concentracion de 5 pM cada uno, 150 ng de ADN molde, 0,2 mM de
cada ANTP y se completd el volumen con agua Milli-Q estéril hasta 20 pL. La mezcla 2

consistié de: solucién amortigunador A 5X y solucién amortiguador B 5X para una
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concentracion final de Tris-SO4 60 mM (pH 9,1), (NHy) 2S04 18 mM y MgSO4 1,9 mM,
1 uL de mezcla de enzima Elongasa® y se completé el volumen con agua Milli-Q estéril
hasta 30 pl. Se puso la mezcla 1 por 30 segundos a 94°C en un termociclador
(termociclador PTC-100 de MJ Research, Inc., MA-USA), luego se agregé la mezcla2 y
se siguié con el programa requerido.

El programa utilizado comprendia una primera parte con 3 ciclos de amplificacién
que inclufan 3 etapas: 30 s a 94°C, 30 s a una temperatura de 48 °C (dada la Tm de los
partidores utilizados) y una etapa de extensién de un minuto por cada kilobase de ADN
que se quiera amplificar, lo que se hace a una temperatura de 68 °C, correspondiente a la
temperatura dptima para la funcion catalitica de la Elongasa®. En una segunda parte, se
realizaron 25 ciclos de amplificacidn, que inclufan las mismas tres etapas de los
primeros tres ciclos, pero con una temperatura de 59 °C para el segundo ciclo.

Finalmente se calentd 5 minutos a 72 °C.

Tabla III: Partidores utilizados para Ia expresion del gen codificante para lipasa.

Nombre Secuencia (5°— 3°) Tm (°C)
pMALLipF GGTACCTATTTTACCAGTGCCA 54,5
pMALLipR AAGCTTTCAGAGATTTGGCTC 53,2

2.2.3 Electroforesis de ADN

Las electroforesis de ADN se realizaron en una camara horizontal Horizon-58
(Gibco-BRL Life Technologies, Inc.,, MA-USA). Cada muestra se mezclo en
proporcién 5:1 con solucién amortiguador de carga 6X (glicerol 30% p/v y azul de

bromofenol 0,25% p/v) y luego se cargaron en geles de agarosa de una concentracion
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ajustada al tamaifio del fragmento de ADN. Estos se hicieron a concentraciones de 1,5 %
p/v para fragmentos de 1000 pb. La agarosa se prepard en solucién amortignadora TAE
1X: Tris-Acetato-EDTA (Tris 40 mM, acetato 20 mM y EDTA 1 mM) y bromuro de
etidio 0,2 pg/mL, Se incluyd estindar de peso molecular de tamafio 1 Kpb y 100 pb. Las
electroforesis se realizaron bajo voltaje constante de 100 V (fuente de poder Model 500
de BRL Life Technologies, Inc., MD-USA). Se utilizé como solucién amortiguador de
corrida TAE 1X. Finalmente se observo el gel sobre un transiluminador UV y se

fotografio.

2.2.4 Purificacién de ADN a partir de geles de agarosa

Con el fin de purificar fragmentos de ADN desde geles de agarosa, se corto la
banda de ADN desde gel, se colocé en un tubo Eppendorf de 1,5 mL esterilizado por
autoclave, y luego se utiliz6 el sistema QIAEX II Gel Extraction, de acuerdo a las
instrucciones del fabricante. Finalmente, el ADN se eluyd en agua Milli-Q estéril a pH

8, previamente calentada a 50 °C.
2.2.5 Ligacién de fragmentos de ADN a vectores de clonamiento y expresion

Ligacion en el vector de clonamiento pGEM-T Easy

Para la ligacion se utilizd como inserto los productos de PCR purificados desde
geles de agarosa. La mezcla de reaccién se hizo en un volumen final de 10 pL y
contenia solucién amortiguador de ligacidn 2X, 50 ng de vector pGEM-T Easy, 3,5 uL

de inserto y 1 unidad de enzima T4-ADN ligasa. Se dejé ligando por 16 h a 4 °C. El
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producto de ligacion se utilizd para transformar células E. coli DH5a

electrocompetentes.

Ligacidn en el vector de expresion pMAL-c2E

La reaccion de ligacién se realiz6 en un volumen final de 10 pL. Consistid en una
mezcla que contenfa 100 ng de vector digerido con las enzimas Kpnl y HindIII, 300 ng
de inserto digerido con las enzimas de restriccién Kpnl y HindIIl, solucién amortiguador
T4 ADN ligasa 5X (Tris/HC1 250 mM pH 7,6, MgCl, 50 mM, ATP 5 mM, DTT 5 mM,
polietilénglicol-8000 25 % p/v) y 1 puL de T4 ADN ligasa. La mezela de reaccién se dejé

al6°Cpor16h.

2.2.6 ‘Transformacion de células electrocompetentes

Para la transformacion de células electrocompetentes E. coli BL21 (DE3), TB1 &
DH50. se agregé 1 pL de mezcla de ligacion a 20 pL de células. La electroporacion se
realiz6 en un equipo Cell-Porator® Electroporation System (Gibco-BRL Life
Technologies, Inc., MD-USA) en las siguientes condiciones: 420V, 330uF, baja
impedancia, una tasa de carga rapida y un tiempo méximo de 2,5 mseg. Las células
transformadas se mezclaron con 1 mL de medio LB y se incubaron a 37 °C durante 1 h y
con agitacién de 200 rpm. Luego se centrifugé a 13.000 rpm (centrifuga Eppendorf 5403
de Eppendorf AG, Hamburgo, Alemania) durante 1 min y se descartaron 900 pL del

sobrenadante. El precipitado se resuspendi6 en el sobrenadante remanente (100 pL) y se

plaqueé sobre LB agar estériles que contenian ampicilina 100 pg/mL, X-gal 50 pg/mL e




IPTG 1 mM. Las placas de transformacién se incubaron a 37°C durante 16 h. Para su

mantencion se conservaron a. 4 °C.

2.2.7 PCR de colonias

El PCR de colonias se realizé para corroborar la presencia de inserto en las
colonias blancas seleccionadas como clones positivos. Las colonias blancas
seleccionadas se transfirieron mediante una punta estéril desde la placa de
transformacién a las placas cuadriculadas y numeradas que contenfan LB agar
suplementado con ampicilina, IPTG y X-gal y a un tubo Eppendorf con 100 pL de agua
Milli-Q estéril. La suspension (tubo Eppendorf) se incubé a 100 °C durante 10 min y se
tomaron 5 pL, los que se agregaron sobre 15 pL de mezcla de PCR. La presencia de
inserto se confirmé utilizando los partidores pMALLipF y pMALLipR, para el cual se
utilizé el protocolo de PCR que se describe a continuacion:

Las reacciones de PCR se realizaron en tubos Eppendorf de 600 pL esterilizados
por autoclave. Para el PCR se mezclaron los siguientes componentes: solucién
amortiguador de PCR a una concentracién final de 1X (Tris/HC1 200 mM, KC1 500 mM,
pH 8,4), MgCl; 4 mM, dNTPs 10 mM (2,5 mM de cada dNTP), 10 pmoles de cada
partidor y 1 unidad de ADN Taq polimerasa. Se completo el volumen a 15 pL con agua
Milli-Q estéril. Los tubos se incubaron en un termociclador (modelo PTC-100 de MJ
Research, Inc., MA-USA) y se sometieron al programa requerido, que incluia una etapa
inicial de denaturacién a 94 °C por 5 minutos, seguida por 30 ciclos de amplificacién
que incluian 3 etapas: 30 s a 94 °C, 30 s a 59 °C dada la Tm de los partidores utilizados y

una etapa de extension de un minuto por cada kilobase de ADN que se quiera amplificar,
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lo que se hace a una temperatura de 72 °C, que corresponde a la temperatura dptima para
la funcién catalitica de la Taq ADN polimerasa, que para este caso fue de 30 s.
Finalmente se calentd 5 min a 72 °C,

Los productos de PCR de colonias se analizaron mediante electroforesis en gel de

agarosa 1 % p/v.

2.2.8 Minipreparacién de ADN plasmidial

El ADN plasmidial se extrajo a partir de un cultivo en 4 mL de medio LB incubado
por 16 h a 37 °C y 200 rpm. El cultivo se centrifugdé a 13.000 x g (Centrifuga
Eppendorf 5403 de Eppendorf AG, Hamburgo, Alemania) por 1 min en un tubo
Eppendorf de 1,5 mL previamente esterilizado por autoclave. El proceso se repiti¢ hasta
completar los 4 mL necesarios para obtener un precipitado de bacterias. A continuacion,
se utilizé el sistema QIAprep Spin Miniprep Kit. La extraccion se realizdé segun las

instrucciones del fabricante.

2.2.9 Digestion de ADN plasmidial

Las enzimas Kpnl y Hindlll se utilizaron para digerir el vector pGEM T-Easy con
inserto para escindir el gen de lipasa ligado en él y el vector pMAL-c2E para su
linealizacién. La reaccidn de digestién final fue de 20 pL y contenia 2 pL de solucion
amortignador 5X, 1 pL de cada enzima y 100 ng de vector para ¢l caso de pGEM T-Easy
con inserto y 500 ng del vector de expresién pMAL-c2E para el caso de la linealizacién.

La mezcla se llevd al volumen final con agua Milli-Q estéril. Para las digestiones dobles

se utiliz6 la solucién amortiguador de la enzima Hind!IIl, recomendada por New England




Biolabs y 1 pL de cada enzima. Se dejé reaccionando durante 2 h a 37 °C y el resultado

se analizé mediante un gel de agarosa.

o Metodologia utilizada para la expresidn del gen de lipasa

2.2.10 Obtencién del vector de expresién pMALc-2E con el gen de lipasa

Para expresar el gen de lipasa previamente aislado, se utilizé el vector de expresién
pMALc-2E. Para la amplificacién del gen completo, se utilizé la enzima Elongasa®
(invitrogen). Al comienzo, los fragmentos amplificados fueron ligados al vector de
clonamiento pGEM-T Easy para Iuego ser clonados en E. coli DHSa, Luego se aisl6 el
plasmidio pGEM-T Easy que contenia el gen de lipasa mediante miniprep, y se corto el
inserto con las enzimas de restriccion Kpnl y Hindlll. Este inserto se ligd al vector
pMALc-2E y el producto de ligacién se transformé en células de E. coli TBI

clectrocompetentes.

2.2.11 Induccién de Ia sintesis de proteinas recombinantes mediante el

sistema de expresion E. coli TB1/pMALc-2E

La induccién de la expresion del gen se realizé segtn lo recomendado por el
manual de “Proteina de fusién pMAL y sistema de purificacion” de New England
BioLabs con algunas modificaciones. Se inocularon 20 mL de medio rico con glucosa y
ampicilina 100 pg/mL con una colonia de células TB1 recombinantes con el vector
PMALCc-2E que tenia incorporado el inserto.

El in6culo se dejo creciendo a 37 °C con agitacion de 200 rpm por 16 h. Al dia siguiente

se midi6 la densidad dptica a 620 nm (ODgzo) y se determind el volumen necesario para
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inocular 250 mL de medio rico con glucosa y ampicilina con el cultivo de noche para
una ODyy inicial de 0,05 nm. El cultivo se crecid con agitacién de 200 rpm a 37 °C hasta
alcanzar una ODg;o de 0,6 en aproximadamente 2 h, se tomé una muestra de 1 mL, se
centrifugd (centrifuga Eppendorf 5403 de Eppendorf AG, Hamburgo, Alemania) y el
precipitado se resuspendié en 100 pL de solucidn amortiguador SDS-PAGE 5X para
luego guardarlo a -20 °C (muestral: células sin inducir). Al resto del cultivo de células
se le agregd IPTG para una concentracion final de 0,3 mM. Se continugd la incubacitn a
18 °C con agitacién de 200 rpm. Pasadas 4 h se tom¢ una muestra de 1 mL, se centrifugd
y el precipitado se resuspendi6 en 100 pL de solucion amortiguador SDS-PAGE 5X para

después guardarlo a -20 °C (muestra 2: células inducidas).

2.2.12 Purificacion de la proteina recombinante mediante el sistema de
expresion E. coli TB1/pMALC2E

Las células inducidas previamente se recolectaron mediante centrifugacién a 4.000
x g por 10 min (Centrifuga Sorvall® RC-28S y rotor GS8-3 Sorvall®, DuPont, CT,
USA). El sobrenadante se descart6 y el precipitado se suspendié en 30 mL de solucién
amortiguador de columna (Tris/HC1 20 mM, NaCl 200 mM, EDTA 1 mM). Las células
se congelaron a  -20 °C durante 16 h. Luego se descongelaron en agua fria y se
sonicaron con 10 pulsos de 30 s. Se centrifugd a 9.000 x g y 4 °C durante 20 min
(Centrifuga Sorvall® RC-288 y rotor GS-3 Sorvall®, DuPont, CT, USA). El precipitado
correspondié a material insoluble. Del sobrenadante, que correspondié al extracto crudo,
se tomo una muestra de 5 puL vy se agregd solucién amortiguador SDS-PAGE 5X. Todo

esto se guardd a -20 °C (muestra 3: extracto crudo). El resto del sobrenandante se diluy6

34




5 veces en amortiguador de columna y se guardd para ser purificado por cromatografia,
pero antes se hizo una prueba a escala piloto. Se agregaron 200 pL de resina de amilasa
en un tubo Eppendorf’y se centrifugd a 13.000 x g durante 1 min (Centrifuga Eppendorf
5403 de Eppendorf AG, Hamburgo, Alemania). Luego se descartd el sobrenadante y la
resina se diluy6 en 1,5 mL de solucién amortiguador de columna. Se centrifugé en las
mismas condiciones anteriores 2 veces. Se mezclaron 50 pL de resina con 50 pL de

extracto crudo y se incubé en hielo durante 15 min. Se centrifugé a 13.000 x g durante

1 min y el precipitado se lavé con 1 mL de solucién amortiguador de columna, el que se
volvié a centrifugar en iguales condiciones para finalmente suspender la resina en 50 pL
de solucién amortiguador SDS-PAGE 5X (muestra 4. Proteina de fusion unida a
amilosa).

Con el objetivo de purificar la lipasa quimérica, se cargd el resto del volumen del
extracto crudo en una columna PD10 (Bio-Rad Laboratories, CA-USA) empacada con 2
mL de resina de amilosa. Para esto se lavé dos veces con 5 mL de solucién amortiguador
de columna. Luego se pasé el extracto completo que correspondia a 150 mL
aproximadamente. La columna fue lavada con 5 mL de solucion amortiguador de
colurmna. El lavado se repitié dos veces y se procedié a eluir la proteina con 4 mL de
solucién amortiguador de columna més maltosa 10 mM. La columna de amilosa se
regenerd con la siguiente secuencia de lavados: 6 mL de agua destilada, 6 mL de SDS
0,1 % p/v, 2 mL de agua destilada y 6 mL de solucién amortiguador de columna. La

columna se guardd en etanol 20 % v/v.
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2.2.13 Electroforesis de proteina (SDS-PAGE)

Las separaciones electroforéticas en condiciones desnaturantes se realizaron en una
cdmara vertical MiniProtean II (Bio-Rad Laboratories Inc., CA-USA). Las muestras se
mezclaron en proporcion 4:1 con solucién amortiguador de carga 5X (Tris/HCl 60 mM,
glicerol 25 % v/v, SDS 2 % p/v, 2- mercaptoetanol 14,4 mM y azul de bromofenol 0,1 %
p/v pH 6,8), se denaturaron por ebullicién durante 5 min y posteriormente se cargaron en
geles de acrilamida. Las electroforesis se realizaron bajo voltaje constante de 200 V
(fuentes de poder Power Pac 1000 de Bio-Rad Laboratories Inc., CA-USA o Power
Supply EPS 3500XL de Pharmacia Biotech AB, Uppsala, Suecia). Como solucién
amortiguador de corrida se utilizé Tris-glicina-SDS (Tris 25 mM, glicina 192 mM y

SDS 0,1 % p/v) (Bollag y col, 1996).

2.2.14 Determinacién del valor de Constante de Michaelis (Km)

Para determinar el valor de Km de la lipasa 2-17 se realiz6 un ensayo de actividad
lipolitica segin el protocolo descrito por Parra L.P. y col. (2008). Para ello se prepard
como sustrato cuatro soluciones de concentraciones 3,3 mM, 0,01 M, 0,05 My 0,1 M de
p-nitrofenil caprato en isopropanol, y una solucién amortiguadora de ensayo Tris/HCI 20
mM pH 8, que contiene Triton X-100 4,4 mg/mL y goma ardbica 1,1 mg/mL. La
solucion sustrato/amortiguador se preparé al momento de realizar el ensayo en una
proporcién 1:35 (solucién stock de sustrato: solucion amortiguador de ensayo) para un
volumen final de 900 pL. La solucién amortiguadora de ensayo se calento a 45°C y se
agregé el sustrato lentamente bajo agitacién continua. Se dejo enfriar 2 min y se utilizo

en ¢l ensayo, para lo cual se mezclé esta solucién con 100 pL de enzima. En esta
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reaccién enzimética, el sustrato p-nitrofenil caprato es hidrolizado por la lipasa
formando el producto p-nitrofenol de color amarillo. La reaccion se siguid
espectrofotométricamente a 410 nm, longitud de onda a la cual se mide la formacién de
producto. Se us6 como referencia la solucién amortiguadora de ensayo. El blanco se
prepard mezclando la solucién sustrato/solucién amortiguador con la solucién
amortiguadora en que se encontraba la proteina, en el mismo volumen que la muestra

(hidrolisis no enzimatica).

2.2.15 Medicién de la actividad lipolitica de Ia proteina mediante ensayo en
medio liquido
Para el ensayo estindar se preparé como sustrato una solucién stock de p-nitrofenil
caprato 0,1 M en isopropanol (Diez veces el valor de Km de la lipasa 2-17) y se

continuo el protocolo como es descrito en la seccion 2.2.14.

2.2.16 Determinacion de Ia concentracién de proteina

La determinacién de la concentracidn de proteina total una vez purificada se realizé
mediante el método de Bradford. Para ello, se mezclo: 2,4 mL de agua destilada, 1 mL
de Coomassie 1 g/L preparado en HCI 2,2% v/v y 100 pL de muestra o proteina estandar
de calibracidn, Previamente se realizd una curva de calibraciéon con BSA 0,5 mg/mL en
concentraciones entre 0,016 y 0,5 mg/mL. Se midi6 la absorbancia a 465 nm (ODaes) y
595 nm (ODsos) v se calculd la razon O.Dses/ O.Dags. El valor obtenido en ausencia de
BSA se utilizé como blanco y se restd a todas razones. Finalmente se graficé en funcién

de la concentracion de BSA.
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o Metodologia utilizada para la validacién del screening

2.2.17 Anilisis de variabilidad:

La variabilidad entre los ensayos individuales debe ser minimizada durante cada
paso del proceso para que la interpretacién de los datos sea correcta y para reducir la
probabilidad de seleccionar falsos positivos. La identificacién se validé utilizando el gen
de lipasa nativo, sin mutaciones. Para ello se transformaron 20 pL de E.coli BL21 (DE3)
mediante electroporacién, con 1 pL de una mezcla de ligacion (gen de lipasa parental en
vector pMALc-2E). La electroporaci6n se realizd bajo las mismas condiciones descritas
en 2.2.6. Las colonias se crecieron sobre placas LB agar estériles que contenian
ampicilina 100 pg/mL, y se incubaron a 37 °C durante 16 h. Se picd e inoculd colonias
aisladas obtenidas de la transformacién anterior, en placas de 96 pocillos de pozo
profundo (I mL) que contenian 600 pL de medios LB, TB y medio rico con glucosa,
todos suplementados con antibitico. Se cultivaron las células durante 24 h a 37 °C. Al
cabo de las 24 h, una alicuota de cultive (20 pL) de cada pocillo se transfirid a una
nueva placa suplementada con el medio respectivo mds antibidtico.

Se cultivaron las células transferidas durante 3 h a 37 °C en agitacién de 200 rpm,
para luego ser inducidas con tres concentraciones de IPTG diferentes 0,3 mM, 0,5 mM y
0,7 mM. Las tres concentraciones de inductor se probaron en cada medio. Las placas se
incubaron a 18 °C por 16 horas, y a 30°C por 3 horas, con agitacién de 220 rpm y luego
se centrifugd durante 10 min a 4 °C a 4000 rpm (centrifuga Sorvall® RC-28S y rotor
CAT-244 Sorvall®, DuPont, CT, USA). El sobrenadante se elimind y el precipitado se

suspendi6 en 600 pL de una solucién que contenia lisozima (100 mM Tris-HCl pH 8,2,
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0,25 mg/mL de lisozima y 1,5 U/mL de DNasa I: Solucién amortiguador de lisis) para
romper la célula y liberar al sobrenadante la enzima de interés. Luego se incubaron las
placas durante 10 min a temperatura ambiente y finalmente se centrifugé la placa a 4000
rpm durante 10 min a 4°C. El sobrenadante se utilizo para realizar los ensayos de

actividad lipolitica.

2.2.18 Ensayos de actividad en medio liquido

Para la cuantificacion de la actividad de la lipasa se utilizo el protocolo descrito en
la seccién 2.2.14, pero a menor escala. Se utilizé como sustrato una solucion de 0,78 M
(8 veces el valor de Km) de p-nitrofenil caprato en isopropanol. El ensayo se realizé en
una proporcion 1:35 (solucidén stock de sustrato: solucién amortiguador de ensayo) para
un volumen final de 180 pL en cada pocillo de una nueva microplaca de 96 pocillos y se
mezclé con 20 pL del sobrenadante. La reaccion se siguié espectrofotométricamente a
410 nm. Se usé como referencia la solucion amortiguador de ensayo. Nuevamente el
blanco se preparé mezclando la solucién sustrato/ amortiguador con la solucién
amortiguadora en que se encontrara la proteina en el mismo volumen que la muestra.
Ademss se crecieron bacterias sin transformar como control para medir la posible

actividad lipolitica de la cepa utilizada.

2.2.19 Coleccion de dates

Para tener una vision completa de los datos, los valores de las absorbancias fueron

analizadas mediante el programa Microsoft Office Exel 2007.




2.2.20 Cuantificacién de variabilidad de screening (CV)

Para estimar la variabilidad o la dispersién de los datos se utilizé el coeficiente de
variabilidad dado por la férmula: CV= ((desviacién estindar / promedio) x100%).
Mediante la herramienta Microsoft Excel se determind tanto el promedio de los datos
como la desviacion estandar de ellos. Para ver como la actividad y la termoestabilidad
variaron entre los diferentes clones, se graficd la posicion de los clones en la placa
versus la actividad lipolitica. Se realizaron los andlisis hasta obtener un coeficiente de

variacién lo més pequefio posible, preferentemente menor a un 10%.

2.2.21 Generacién de genotecas de variantes del gen de lipasa y condiciones

de PCR propenso a error.

Una vez que el protocolo de screening se validé y optimizé para disminuir el
coeficiente de variacion, se siguié el procedimiento para las librerias de mutantes
(Figura 6). Para ello, primero se determinaron las condiciones para el PCR propenso a
error. Las mutaciones fueron provocadas por un aumento en la tasa de error de la enzima
tag polimerasa. Para obtener una tasa mutagénica aproximada de 1 6 2 mutaciones por
gen, se aumentd la concentracién de magnesio a 7 mM y se agregaron diferentes
concentraciones de ADN molde: 0,5 ng/ uL, 0,05 ng/ uL y 0,005 ng/ pL. Se utilizé el
plésmido pMALc-2E que tenfa incorporado el gel que codifica para la lipasa 2-17 nativa
como ADN molde. Se utilizaron los partidores pMAL _LipEPPCR _F (5'-
ACAAGGTACCTATTTTACCAGTGCCA-3) 'y  pMAL_LipEPPCR R (5'-
TGCCAAGCTTTCAGAGATTTGGCTC-3") para la reacciéon de PCR. Estos partidores

poseian los sitios de corte para las enzimas Kpnl y HindIII respectivamente. El volumen
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de reaccién fue 100 pL con una concentracién final de los partidores de 2 pM cada uno,
7 mM de MgCl,, 0,2 mM de dNTPs, 1,5 unidades de ADN Tag Polimerasa y 1X de
solucién amortiguadora de ADN Tag Polimerasa. Se utilizé ¢l siguiente programa de
amplificacién: 1 ciclo de 94 °C por 5 min; 2 ciclos de 94 °C por 2 min, 48 °C por 30 s y
72 °C por 3 min; 22 ciclos de 94 °C por 1 min, 63 °C por 30 s y 72 °C por 3 min; y
finalmente 1 ciclo de extensién de 72 °C por 5 min.
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Figura 6: Screening de alto rendimiento. (1) EI gen de lipasa se amplificé mediante PCR
propenso a error. (2) La libreria resultante se ligd al vector de expresién pMALc-2E y (3) la
ligacién se utilizé para trasformar E.coli BL21 (DE3) mediante electroporacién. (4) Los
transformantes se distribuyeron en microplacas de 96 pocillos que contenian medio TB con
ampicilina 100 pg/mL e IPTG 0,5 mM. (5) las microplacas se incubaron y se centrifugaron. (6)
El sobrenadante se utilizé para realizar ensayos de actividad y termoestabilidad. (7) La reaccién
se monitored mediante un espectrofotémetro, a una longitud de onda de 410nm. (8) Los clones
que exhiben mayor coloracién se aislaron manualmente (Modificado de L.A. Rowe y col.,
2003).

2.2.22 Analisis de librerias de mutantes

Una vez amplificados los fragmentos, éstos se cargaron en un gel de agarosa 1%,

se purificaron, se digirieron con las enzimas Kpnl y HindIil y se ligaron al vector
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pMALc-2E para finalmente ser usados en la transformacién por electroporacién de
E.coli BL21 (DE3) y plaqueados en LB-agar ampicilina 100 pg/mL. Luego se repitio el
protocolo descrito en el proceso de andlisis de variabilidad (2.2.17) pero bajo las
siguientes condiciones: se picaron 400 colonias en placas contenian 600 pL medio LB
con ampicilina 100 pg/mL (como método de seleccién) para el crecimiento. Se
cultivaron las células durante 24 h a 37 °C con agitacién de 220 rpm. Una vez incubadas
las células, una alicuota de 20 pL de cultivo de cada pocillo se transfiri6 a una nueva
placa de pozo profundo suplementada con medio TB mds antibiético y las placas a
partir de las cuales se sacd la alicuota se guardaron a 4 °C para la posterior recuperacion
de las colonias consideradas como posibles mejores variantes. Se cultivaron las células
transferidas durante 2 h a 37 °C, para luego ser inducidas con IPTG 0,5 mM. Se incubd a
18 °C por 16 horas y luego se cenirifugd cada placa durante 10 min a 4°C. El
sobrenadante se elimind y el precipitado se disolvié en una solucién con lisozima,
Finalmente se centrifugd la placa durante 10 min a 4 °C y el sobrenadante se utilizé para
realizar los ensayos de actividad en medio liquido. La reaccién se siguid

espectrofotométricamente a 410nm.
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3 RESULTADOS

ﬂ

3.1 Clonamiento del gen de lipasa

En este trabajo, se cloné y expresé el gen de una lipasa activa a bajas
temperaturas. Para obtener el gen codificante para la lipasa 2-17 con los sitios de
restriccién para las enzimas Kpnl y HindIll apropiados para su clonamiento, se
amplificé mediante PCR el gen de la enzima a partir del ADN gen6mico de la cepa 2-17
con partidores disefiados previamente (Parra L.P. y col., 2008) que contenfan estos sitios
de restriccion. Para ello se utilizd la enzima Elongasa® que es menos propensa que la
ADN Taq Polimerasa a cometer errores en la amplificacion, lo que permitio una
expresién correcta de los fragmentos amplificados (Figura 7). El control negativo no

presenté producto de amplificacion (datos no mostrados).

5090 pb

2036 pb
16386 pb

1018 pb

Figura 7: Electroforesis del producto de amplificacion de ADN mediante Elongasa®.
Electroforesis en gel de agarosa al 1% tefiido con bromuro de etidio. Carril 1 corresponde al
producto amplificado del gen de lipasa a partir del ADN gen6mico de la cepa 2-17, usando los
partidores pMALLipF y pMALLIpR para insertar sitios de restriccion. Carril PM corresponde al
estandar de peso molecular 1Kb.
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El producto de PCR resultante fue de un tamario aproximado de 1300 pb, se cortd
desde un gel de agarosa 1 %, se purifico y se ligé al vector de clonamiento pGEM-T
Easy. El producto de ligacién se utilizé para trasformar la cepa DH5a de E. coli con lo
que se consiguié un alto nimero de copias del vector con el inserto. Esto se corroboré
mediante un PCR de colonias utilizando los partidores pMALLipF y pMALLipR (Figura

8).

Figura 8: Electroforesis de PCR de colonias. Electroforesis en gel de agarosa al 1% tefiido con
bromuro de etidio. Carriles desde el 1 al 6 muestran PCR de colonias utilizando los partidores
pMALLipF y pMALLipR para corroborar la presencia del inserto en el vector pGEM-T Easy.
Carriles 1, 4 y 6 exhiben clones positivos. El carril 2 corresponde al control negativo. Carril PM
corresponde al estdndar de peso molecular 1Kb.

Se selecciond la colonia 6 para continuar con el clonamiento y a partir de
minipreparaciones de ADN plasmidial se obtuvo el vector pGEM-T Easy ligado al

inserto. El gen de interés se extrajo mediante una digestion con las enzimas de

restriccion Kpnl y HindIll, cuyo resultado se analizé en un gel de agarosa 1 % (Figura




9). El fragmento correspondiente al inserto se purifico y se ligo en el vector de expresion

pMAL-c2E digerido con las mismas enzimas de restriccion.

5090 pb

P 3015 pb
2036 pb
1636 pb 1290 pb
1018 pb

Figura 9: Electroforesis del producto de digestién del vector pGEM-T Easy mas el inserto.
Electroforesis en gel de agarosa al 1% tefiido con bromuro de etidio. Carriles 1 y 2 corresponden
al vector pGEM-T Easy mas el inserto sin digerir. Carriles 4 y 5 presentan el vector pGEM-T
Easy mas el inserto digeridos con las enzimas Kpnl y Hindlll. Flechas indican posicion del
vector (3015 pb) en la parte superior y del inserto (1290 pb) en la inferior de cada carril. Carril
PM corresponde al estandar de peso molecular.

Luego con la ligacion se trasformé células E. coli DH50 electrocompetentes, que
se crecieron en placas con medio LB-Agar suplementado con ampicilina 100 pg/mL, y
se incubd a 37 °C por 16 h. Se comprob6 la presencia de inserto en el vector mediante

PCR de las colonias obtenidas, utilizando los partidores pMALLipF y pMALLipR

(Figura 10) y se extrajo el ADN plasmidial de la colonia 2 que result6 ser positiva.
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5090 pb

2038 pb
1636 pb

1013 pb

Figura 10: Electroforesis de PCR de colonias. Electroforesis en gel de agarosa al 1% tefiido
con bromuro de etidio. Carriles desde el 1 al 8 muestran PCR de colonias para corroborar la
presencia del inserto en el vector pMAL-c2E. Carriles 1, 2, 3, 4, 6 y 8 corresponden a colonias
positivas. Carril 7 corresponde al control negativo. Carril PM corresponde al estandar de peso
molecular.

La colonia 2 se crecié en medio LB suplementada con ampicilina 100 pg/mL y el
producto de las minipreparaciones sc utilizé para transformar células E. coli TB1
electrocompetentes que posteriormente fueron crecidas en placas con medio LB-Agar
suplementado con ampicilina, X-Gal e IPTG, y se incub6 a 37 °C por 16 h. Nuevamente
se realizé PCR de colonias para corroborar la presencia del inserto (Figura 11). Se

seleccionaron los clones 2 y 4 los cuales se mandaron a secuenciar (ver secuencia en

Anexos) y se utilizé el clon 2 para continuar con la expresion de la lipasa.




Figura 11: Electroforesis de
PCR de colonias. Electroforesis

5090 pb en gel de agarosa al 1% tefiido con
2036 pb bromuro de etidio. Carriles desde
1636 pb el 1 al 6 muestran PCR de

colonias para corroborar la
1018 pb presencia del inserto en el vector

pMAL-c2E en células E. coli TB1.
Los carriles 2, 4 y 5 exhiben
colonias positivas, Carrii PM
corresponde al estandar de peso
molecular.

3.2 Expresion del gen de lipasa recombinante en E. coli TB1

Luego de seleccionar el clon 2 de E. coli TB1 transformado con el vector pMAL-
¢2E mds el gen de la lipasa 2-17, sc indujo la expresion del gen con IPTG 0,3 mM, como
estd descrito en la seccién 2.2.11 de Materiales y Métodos. El sistema de expresion
pMAL-c2E genera proteinas quiméricas que contienen un dominio de unién a maltosa
(MBP). Esto facilita el proceso de purificacién ya que permite la utilizacién de una
columna de afinidad a amilosa y frecuentemente estabiliza la proteina recombinante
(Baneyx, 1999). Por otra parte, una vez expresada la protefna se realiz lisis celular
mediante sonicacién para obtener en el extracto crudo la lipasa de interés, ya que el
vector pMAL-c2E tiene una delecion en la secuencia sefial malE, lo que resulta en la
expresion citoplasmatica de la proteina de fusidn.

El extracto crudo se purificé mediante una columna de amilosa y finalmente se
recolectd una fraccién de 4 mL con la proteina eluida. La fraccion citoplasmica y el

extracto crudo obtenidos se analizaron en geles de poliacrilamida, donde se observ) una

alta expresion de la proteina de fusion. La lipasa quimeérica presento un tamafio de 90




kDa, lo que es consistente con la suma de la lipasa de 47 kDa y de la MBP de 43 kDa.

Se logré obtener la proteina de fusién pura (Figura 12).

PM 1 2

Figura 12: Anilisis electroforético de la expresion y purificacion de la lipasa mediante el
sistema pMAL-c2E. Carril: (1) Células sin inducir, (2) células inducidas con 0,3 mM IPTG, (3)
sobrenadante celular una vez sonicadas, (4) purificacion de la proteina con resina de amilasa.
Las flechas indican la banda correspondiente a la lipasa quimérica. Carril PM corresponde al
estandar de peso molecular.

Con el fin de determinar si la lipasa se encontraba activa una vez purificada se

realizaron ensayos de actividad lipolitica en medio liquido usando la proteina de fusion.

Determinacion de la Constante de Michaelis- Menten (Km) de la lipasa 2-17.

Para determinar los valores de Km de la enzima, se realizaron cuatro ensayos a

concentraciones de 3.3 mM, 0,01 M, 0,05 M y 0.1 M de p-nitrofenil caprato en
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isopropanol. La reaccion se realizo a 20°C y se sigui6 durante 3 minutos, midiendo a

410 nm (Figura 13).
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Figura 13: Curvas de progreso de la lipasa 2-17 a diferentes concentraciones de sustrato.
Los ensayos de actividad lipolitica se realizaron con el sustrato p-nitrofenil caprato a las
concentraciones de 3,3 mM, 0,01 M, 0,05 M y 0,1 M representadas por las lineas azul, morada,
anaranjada y rosa, respectivamente. El ensayo en la ausencia de enzima se encuentra
representado por la linea de color verde (control negativo).

Asi, para calcular el valor de Km de la lipasa 2-17 se graficaron los reciprocos de
las velocidades iniciales (pendientes de la primera fraccion de cada curva de progreso)
versus los reciprocos de cada concentracion de sustrato. Esta representacion también es
conocida como gréfica de Lineweaver-Burk (Figura 14). El resultado de este tipo de
representacion es una linea recta cuya ecuacion es y = mx + n, siendo 1/V 5, €l punto de
corte entre la recta y el eje de ordenadas, y -1/K,, el punto de corte entre la recta y el eje

de abscisas.
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Figura 14: Grifica de Lineweaver-Burk de la lipasa 2-17. Representacién de los
dobles reciprocos correspondientes a las concentraciones de 3,3 mM, 0,01 M, 0,05My 0,1 M
representadas por las lineas azul, morada, anaranjada y rosa, respectivamente. El punto de corte
entre la recta y el eje de las abscisas permite determinar el valor de Kim.

Con la ecuacién de la recta se logrd establecer que el valor de Km de la lipasa 2-17
es de 9,75 mM. Con ello, se establecié una concentracion de 0,1 M del sustrato p-
nitrofenil caprato para realizar los ensayos de actividad, lo que corresponde a un valor de
10 veces Km, asegurando que los ensayos se encuentren a concentracién de sustrato

saturante.

o Determinacion de la curva de progreso de la lipasa 2-17

Finalmente la cinética de reaccién se establecidé mediante una curva de progreso a
20°C, utilizando una concentracién de sustrato de 0,IM. El aumento de la absorbancia a

410 nm en el tiempo demostrd que la enzima recombinante se encontraba activa (Figura

15).
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Figura 15: Curva de progreso de la lipasa 2-17 a temperatura ambiente. Los ensayos de
actividad lipolitica se realizaron con el sustrato p-nitrofenil caprato como fue descrito en la
seccion 2.2.15, durante un tiempo de incubacion de 5 minutos. Las lineas rosa y verde
corresponden al ensayo realizado con y sin la enzima, respectivamente.

Finalmente mediante el método de Bradford se determind la concentracion de
proteina total obtenida, siendo de 2,105 mg/mL. Para determinar aproximadamente cudl
era la concentracion de lipasa una vez purificada la proteina de fusion, se establecio una
relacion porcentual entre los pesos moleculares de las dos proteinas, la lipasa 2-17 de 47
KDa y la MBP de 43 KDa. Debido a que el porcentaje de la lipasa es de un 52,22% con
respecto a la proteina total, la concentracion de lipasa obtenida fue de aproximadamente
1,1 mg/mL.

Se definié una unidad de actividad lipolitica (U) como pmoles p-nitrofenol/min
formados. Para ello, se realizé una curva de calibracion para diferentes concentraciones
del producto p-nitrofenol a 20°C y se midi6 la absorbancia a 410 nm (ver anexo 8.3). En
la curva de calibracion se observé una pendiente de 0,153 unidades de absorbancia * L/

mmol de p-nitrofenol en un volumen final de reaccion de 1 mL, y se dividié por las
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unidades de absorbancia/min calculadas en la primera parte (lineal) de la curva de
progreso de la lipasa 2-17. Se obtuvieron 15,88 pmoles/min de p-nitrofenol (U).
Finalmente para tener una aproximacion de la actividad especifica de la lipasa, se
dividié este valor por la cantidad de enzima agregada en la reaccién y se obtuvo que 1
mg de enzima produce 144,36 pmoles de p-nitrofenol/min, asumiendo que toda la

enzima se encontraba activa.

3.3 Optimizacién de screening para la lipasa 2-17 activa a bajas temperaturas

Finalmente en este trabajo, se probaron algunas técnicas de ingenieria de proteinas
para asi optimizar las propiedades enziméticas y bioquimicas de la lipasa 2-17. Se utilizo
evolucién dirigida por medio de mutaciones al azar, como principal técnica mutagénica,
que tuvo como objetivo aumentar la eficiencia catalitica de la lipasa 2-17.

Para comenzar a trabajar en el mejoramiento de esta lipasa, se determin6é un
protocolo que permitiera expresar la enzima y seleccionar correctamente aquellos
mutantes que exhibieran un incremento en la actividad. Para ello se determiné el
coeficiente de variabilidad de cada ensayo realizado con la enzima nativa (sin
mutaciones). Este coeficiente corresponde a la desviacién estandar asociada al ensayo
expresada como porcentaje ([desviacién estindar/promedio]*100%). Para obtener un
coeficiente de variacion menor a un 10% y elaborar un correcto ensayo de actividad en
medio liquido, se realizaron pruebas con diferentes temperaturas y tiempos de induccién,

diferentes concentraciones de inductor (IPTG), medios de crecimiento y volimenes de

cultivo.




Asi, para comenzar a optimizar el proceso screening, se probaron medios de
crecimiento LB, TB y medio rico mas glucosa y ampicilina; temperaturas de incubacion
de 18°C por 16 horas y de 30°C por 3 horas; concentraciones de IPTG de 0,3, 0,5y 0,7
mM y diferentes volimenes de medio de cultivo en cada etapa. Se realizaron
combinaciones de cada variable (ver tabla IV) y se selecciond la combinacion de
variables que entregara un menor coeficiente de variabilidad y los mas altos valores de

absorbancia (datos no mostrados).

Tabla IV: Combinaciones de las diferentes condiciones utilizadas en la elaboracion
del proceso de screening.

Cren:ien‘:i.:nto In:ln::r:%n IFTS ) Tlier:‘;zggc.irénde o
0.3 18°C por 16 h 22,76
30°Cpor3h 23,89
18°C por 16 h 18,12
LB 0,5

30°C por3 h 18,54
07 18°C por 16 h 18,92
30°C por3h 20,04
83 18°C por 16 h 10,98
' 30°C por 3 h 11,43

uis s 05 18°C por 16 h 9.23
30°C por 3 h 9,87
07 18°C por 16 h 10,05

30°C por3 h 10,51

03 18°C por 16 h 15,01
30°C por 3 h 18,13
Rico 0.5 18°C por 16 h 12,44

30°C por 3 h 12.4
07 18°C por 16 h 13,79

30°C por 3 h 13,11
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Finalmente se seleccioné el protocolo que utilizaba medio TB para la induccion,
una temperatura de incubacion de 18°C durante 16 horas, una concentracion de IPTG de
0,5 mM y se probaron volumenes de cultivo de 300 pL y de 600 pL. Se analizaron 94
clones en cada caso y para estas condiciones se obtuvo un coeficiente de variabilidad de
8.7% y 8,1% respectivamente (datos no mostrados). Se seleccion6 un volumen de 600
uL y se repitio el protocolo de screening completo para un total de 182 clones de la
enzima nativa (Figura 16). Como control negativo se midié la actividad lipolitica propia
de la cepa E.coli BL21 (DE3) transformada con el vector sin el inserto. No se observo

actividad en estos controles.

Ensayo de Actividad Screening Lipasa 2-17
l
|
1
1

i
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Pocisién en la Microplaca
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Figura 16: Variabilidad de ensayo de actividad de la lipasa 2-17. Ensayo realizado a 20°C
utilizando p-nitrofenil caprato como sustrato. Se obtuvo un promedio de absorbancia de 1,93
(indicado con una linea horizontal anaranjada) con una desviacion estandar de 0,146. Este
ensayo presenté un coeficiente de variabilidad de 7.55%. La posicién 1 corresponde al control
negativo.
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3.4 Generacién de variantes del gen de lipasa 2-17.

Una vez determinado el coeficiente de variabilidad, se construyeron librerias
gendmicas de mutantes usando el método de PCR propenso a error, utilizando como
molde el gen de la lipasa 2-17 en el vector pMAL-c2E. Durante el proceso de
amplificacién del gen de la lipasa, se utilizaron como principales factores mutagénicos el
aumento en la concentracion de MgCl, que acelera el proceso de amplificacion
permitiendo disminuir la fidelidad de la enzima Tag Polimerasa y 1a baja concentracion
de ADN molde que permite el aumento en la amplificacién a partir de hebras nuevas
posiblemente ya mutadas.

Una vez generada la amplificaci6n, los fragmentos se digirieron con las enzimas de
restriccién HindIII y Kpnl, y se ligaron al vector de expresion pMAL-c2E. La expresién
de los vectores recombinantes obtenidos se realizé en células de E.coli BL21 (DE3).

Se utilizé una concentracién de MgCl, 7 mM segiin lo recomendado por Cirilo P. y
col (2003) y concentraciones de ADN molde de 0,5 nig/ uL, 0,05 ng/ pL y 0,005 ng/ pL,
para luego hacer una seleccién de la genoteca que posea una frecuencia mutagénica
considerada apropiada para los experimentos de evolucién dirigida. En algunos trabajos
previos (Cirino P y col., 2003), se ha estimado que para una frecuencia mutagénica de 1
a 2 aminoacidos por gen, se obtiene un 50% de los clones de forma inactiva, lo que
permite manejar de manera adecuada el proceso de evolucion dirigida ya que no exige
un an4lisis excesivo de clones y por otro lado no se obtienen tantos mutantes deletéreos
en la actividad.

Los clones a analizar se transfirieron picando cada colonia desde una placa de I.B-

agar ampicilina a una placa de 96 pocillos de pozo profundo con medio LB mas
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ampicilina. Luego de crecer e inducir la expresion de la enzima segin el protocolo
seleccionado anteriormente, las células se precipitaron y el pellet se resuspendi6 en una
soluciéon amortiguadora de lisis que contenia lisozima para romper la célula y liberar la
proteina de interés. Una vez centrifugado, el sobrenadante se utilizo como fuente de la
enzima para los ensayos de actividad. Se consideré como clones inactivos a aquellos
clones que presentaran menos del 50% de la actividad determinada para la enzima sin
modificar.

De los coeficientes de variabilidad medidos para los clones generados con las
diferentes condiciones mutagénicas, se escogio una concentracion de ADN molde de
0,05 ng/ uL. (Figura 17) que fue la que present6 una tasa mutagénica apropiada.

Actividad Lipolitica de Mutantes en difentes condiciones de PCR
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Figura 17: Perfil de actividad de mutantes obtenidos a partir de genoteca construida con
diferentes concentraciones de ADN molde. Se midio la actividad lipolitica del sobrenadante de
los cultivos de 188 clones en cada caso. Las lineas celeste rosa y verde corresponden a las
actividades obtenidas a partir de una concentracion de ADN molde de 0,5 ng/ pL, 0,05 ng/ uL y
0,005 ng/ uL respectivamente. La linea anaranjada indica promedio de absorbancia de la enzima
nativa.
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Una vez seleccionadas las condiciones mutagénicas para la generacion de los
mutantes de la lipasa, se efectud un pequefio experimento piloto. Para ello, se realizé un
nuevo PCR propenso a error con una concentracion de MgCl, 7 mM y una
concentracion de ADN molde de 0,05 ng/ pL. Se analizaron 380 clones y se observo que
cerca del 8% de los clones resultaros con incrementos en la actividad, lo que
aparentemente representa una muy buena cifra considerando el bajo namero de clones

estudiados.

Actividad Lipolitica de Mutantes
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Figura 18: Perfil de actividad de mutantes obtenidos a partir de genoteca construida
mediante PCR propenso a error. Se midio la actividad lipolitica del sobrenadante de los
cultivos de 380 clones. La linea rosa indica la actividad de los mutantes mientras que la linea
verde indica el promedio de absorbancia de la enzima nativa.

Se seleccionaron los 30 mejores clones y se les realizé una nueva prueba para
determinar cuéles eran los mejores variantes (datos no mostrados). A partir de los
resultados, los clones 2F2 y 2A7 presentaron mejoras en la actividad en comparacion a

los otros mutantes y a los valores obtenidos al medir actividad de la enzima nativa en las
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mismas condiciones. Estos clones se mandaron a secuenciar y una vez que se
determinen las mutaciones producidas, los clones secuenciados serdn comparados y el
mejor variante serd caracterizado y seleccionado como molde para las siguientes rondas

de mutagénesis mediante PCR propenso a error.
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4 DISCUSION

e —

4.1 Clonamiento, expresion y purificacién del gen de lipasa

En primera instancia, para obtener el gen codificante para la lipasa 2-17 con los
sitios de restriccién apropiados para el corte con las enzimas Kpnl y HindIIL se
amplificé mediante PCR el gen de la enzima a partir del ADN genémico de la cepa 2-17
con partidores que presentaban dichos sitios de restriccién. Una vez analizado el PCR
fue posible observar que el producto de amplificacidn era del tamafio esperado
(aproximadamente de 1300 pb). El producto del PCR se ligd al vector de clonamiento
pGEM-T Easy, que fue escogido dado que es un vector que permite obtener un alto
ntmero de copias de los fragmentos de ADN amplificados y es de ficil manejo. Con la
ligacién, s¢ transformaron células E. coli DHS5a y para seleccionar colonias que
efectivamente tuviesen el inserto y descartar colonias que solo hayan incorporado el
vector, se realizd PCR de colonias y se selecciond una colonia que fuese positiva.

El ADN plasmidial se extrajo y el gen de la lipasa se escindi6 para luego ser
ligado al vector de expresién pMAL-c2E, Este vector de expresién se escogi6 ya que el
gen clonado se inserta en el sitio multiple de clonamiento, que se encuentra rio abajo del
gen malE, gen que codifica para la proteina de unién a maltosa (MBP). Esto resulta en la
expresién de una proteina de fusién a MBP, que permite purificar a la proteina fusionada
de manera rapida y facil.

El proceso de clonamiento resulté ser exitoso y no present6 mayores dificultades.

Finalmente una vez obtenido el inserto en el vector de expresidn, éste fire mandado a

secuenciar. La secuencia entregada por Macrogen (ver Anexos 8.1) result6 ser igual a la




secuencia obtenida por Parra L.P. y col.,, (2008) por lo que se esperaba que el clon
seleccionado presentara actividad lipolitica.

Posteriormente el gen codificante para la lipasa 2-17 se expreso en células E. coli
TBI, y debido a que este sistema permite la expresién de las proteinas en el citoplasma
de Ia célula, fue necesario realizar lisis celular, y posteriormente centrifugacién. Para
corroborar la presencia de la lipasa en el citoplasma, se realizé un ensayo de actividad
directamente con el sobrenadante y se observé actividad lipolitica (datos no mostrados),
confirmando que la enzima se obtuvo de forma soluble (sin la formacién cuerpos de
inclusién) y activa, condicién necesaria para su posterior mejoramiento por evolucién
dirigida.

Debido a que la lipasa se encontraba en el sobrenadante, éste se purificd mediante
cromatografia de afinidad en la cual la proteina de fusidn se une a maltosa. El proceso de
purificacién fue répido, y como se observa en la figura 12, el carril 4 que corresponde a
la purificacién de la proteina con resina de amilasa no exhibe ofras bandas, por lo que la
proteina se obtuvo bastante pura. Una vez purificada, la lipasa se utilizé para realizar un
pequefio ensayo de actividad y como era de esperarse, efectivamente la enzima presenté
actividad lipolitica (Figura 15). Se sabe que posiblemente MBP promueve el
plegamiento correcto de proteinas de fusién a una conformacion estructural que es
biol6gicamente activa (Baneyx, 1999). Esto pudo ayudar a la correcta expresion de la
lipasa 2-17. Ademas, la presencia de MBP podria estar también afectando la estabilidad
de la enzima, ya que estudios anteriores (Patrra L.P. y col., 2008) mostraron que al
escindir la lipasa de la MBP, ésta pierde actividad. Para corroborar esta hipdtesis una

buena alternativa seria expresar la proteina en un nuevo sistema de expresién que no
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forme este tipo de proteinas de fusién y posteriormente medir su actividad lipolitica y su
termoestabilidad.

Por otro lado, muchas protenas de fusion mejoran la solubilidad de las proteinas
fusionadas vy facilitan su purificacién debido a que es posible realizar una cromatografia
de afinidad a la molécula fusionada a la proteina recombinante de interés (Baneyx,
1999). El plegamiento es mejorado debido a que el compafiero de fusién al parecer
alcanza rapida y eficientemente una conformacion nativa una vez que emerge del
ribosoma y promueve la adquisicién de una correcta esfructura en las unidades de
plegamiento rio abajo.

Una vez establecido que la proteina se encontraba activa, se procedio a calcular el
valor de Km para la lipasa 2-17. Para ello, se realizaron cuatro ensayos a diferentes
concentraciones de p-nitrofenil caprato en isopropanol (Figura 13) y mediante la curva
de dobles reciprocos o grafica de Lineweaver-Burk se determind un valor aproximado
de 9,75 mM. Si bien este valor es aproximado, es til para asegurar que los ensayos se
encuentren a concentracion de sustrato saturante (aproximadamente 10 veces el valor de
Km), lo que certifica que la enzima trabaje a su méaxima velocidad, asi, la velocidad
depende solo de la concentracion de enzima y no de la concentracion de sustrato. Este
punto es fundamental para realizar posteriormente la optimizacién del screening, ya que
permite minimizar la variabilidad entre los ensayos individuales, es decir en cada
pocillo, eliminando el error asociado al ensayo de actividad.

Una vez establecido el valor de Km se determiné la cinética de reaccién mediante
una curva de progreso de la lipasa 2-17 medida a 20 °C, utilizando finalmente una

concentracién de sustrato de 0,1 M (Figura 15) y se determind Ia concentracién
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aproximada de protefna mediante el método de Bradford. La concentracién total de
proteina que fue de 2,11 mg/mL. Debido a que se forma una proteina de fusién, para
establecer la concentracién aproximada de la lipasa 2-17 se realizé una relacion
porcentual entre los pesos moleculares de la lipasa 2-17 y la MBP. Asi, dado que la
lipasa 2-17 corresponde al 52,22% de la proteina total una vez purificada, se obtuvo una
concentracién aproximada de 1,1 mg/mL de la lipasa 2-17. Esta concentracion de
proteina obtenida, si bien no es exacta, es de todas formas bastante alta considerando
que la expresién no ha sido optimizada. Esta es una importante razén a la hora de
escoger un buen sistema de expresion, ya que el sistema escogido a pesar de expresar las
proteinas en el citoplasma, que conlleva a un proceso de lisis celular, permite obtener
altas concentraciones de la proteina recombinante ademds de producirla de forma
soluble y activa.

Finalmente se determiné la actividad especifica aproximada de la lipasa 2-17, y se
encontrd que 1 mg de esta enzima psicrofila, bajo las condiciones aqui planteadas, es
capaz de producir 144,36 pmoles de p-nitrofenol/min. Al hacer una comparacion
bibliografica con la actividad especifica de otras lipasas fue posible establecer que la
lipasa 2-17 tiene una alta actividad especifica, mds atin en comparacion con otras lipasas
activas a bajas temperaturas que bajo condiciones similares presentacion valores

bastante inferiores (Rahim R.A, y col, 2007).

62




4.2 Mejoramiento al azar

La alteracién directa de la secuencia nucleotidica codificante para una proteina es
la base sustancial de la ingenieria racional, que posteriormente se vio apoyada con el
desarrollo de la técnica de mutagénesis sitio dirigida. Esta técnica se basa en la
alteracion de las secuencias aminoacidicas de las proteinas, permitiendo crear variantes
con caracteristicas mejoradas. Pero la técnica de mutagénesis sitio dirigida se ve limitada
muchas veces porque requiere, por lo general, del conocimiento de la estructura
tridimensional de la proteina y hoy en dia, el mimero de enzimas nuevas aisladas a partir
de microorganismos es creciente pero el nimero de estructuras 3D disponibles es ain
muy limitado. Ademds la calidad de la estructura tridimensional influye en gran medida
en el resultado del trabajo de ingenieria racional, y esto depende a su vez de la técnica
utilizada para la obtencién de la estructura 3D, que puede ser cristalografia de rayos X,
resonancia magnética nuclear y modelamiento por homologia.

Para el trabajo con la lipasa 2-17 solo se contd con la secuencia aminoacidica de la
proteina, lo que dificultd su mejoramiento, guiando el estudio a técnicas que permitieran
realizar este mejoramiento sin la necesidad de conocer su estructura tridimensional y que
en su mayoria son procesos mas lentos y que implican el andlisis de un gran niimero de
variantes. Es por ello, que son necesarios nuevos mecanismos para ¢l mejoramiento y
optimizacién de enzimas, que no requieran de la estructura tridimensional de la proteina,
y es aqui donde nace el concepto de evolucion dirigida que se basa en la simulacion de
ciertos procesos que ocurren en la naturaleza y que podrfan explicar la evolucién natural

de las especies. Asi, los diferentes andlisis de las relaciones entre la secuencia, la
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estructura y la funcién de proteinas homélogas, de organismos adaptados a diversas
temperaturas, han permitido indagar en las bases moleculares de Ia adaptacién de estas
proteinas y se han propuesto mecanismos que expliquen estas adaptaciones a
temperaturas més extremas (Jaenicke & Biihm, 1996). Pero los estudios comparativos de
proteinas evolutivamente relacionadas son limitados, y se complican atin mas debido al
hecho de que no siempre es claro si las caracteristicas criofilicas de estas enzimas se
sustentan directamente dada una presion selectiva (Benner, 1989).

Para poder determinar el tipo de mutaciones que acompafiaran a la lipasa 2-17 una
vez realizado el proceso de evolucién dirigida, los clones seleccionados deberdn ser
secuenciados y esto permitird tener una idea mds concreta de los cambios realizados en
la proteina, la funcién de ciertos aminodcidos en Ja estabilidad estructural y la presencia
o ausencia de mutaciones. Este tipo de técnicas permite determinar mutaciones que
pudiesen ser muy dificiles de definir mediante un andlisis racional de la estructura o de
la secuencia de la proteina. Y es asi, como una de las mayores ventajas de Ia evolucicn
dirigida es poder identificar residuos aminoacidicos que estructuralmente no parecen ser
muy importantes, pero que al ser descubiertos, presentan grandes ventajas en la proteina.
Finalmente, con este tipo de técnica es posible obtener mutantes de la lipasa 2-17 con un
conjunto de variaciones estructurales a partir de un solo paso mutagénico, sin tener que

realizar mutacién por mutacion.

4.3 Evaluacién y validacién del proceso de screening

La técnica de evolucién dirigida es conocida como un mecanismo eficiente para la

modificacién de enzimas para su uso como biocatalizadores.




El primer paso para la construccidn de una librerfa de mutantes usualmente se
realiza mediante mutagénesis al azar con PCR propenso a error (Greener A y col., 1996).
El segundo paso, y el mas critico, es encontrar las mutantes deseadas, por screening o
por otro método de seleccién de las librerfas. La deteccién de la actividad enzimatica,
una vez terminado todo el proceso, usualmente opera mediante la deteccién por
fluorescencia o de absorcidn dptica, que para el caso de este trabajo permitio seleccionar
clones con mayor actividad dado una mayor coloracion,

La deteccién de los clones favorables involucra previamente la transferencia de
colonias individuales a nuevas microplacas de multiples pocillos que contienen medios
de cultivo, el crecimiento de las células hasta fase exponencial y la induccion de la
expresion de proteinas, Por ello, previo a la elaboracién de la genoteca de variantes, es
necesario optimizar el proceso de seleccién de mutantes para que los clones
posiblemente favorables, hayan sido producidos por la modificacién genética y no por
una variable externa como variaciones ambientales.

Para comenzar el proceso de evolucién dirigida de la lipasa 2-17 fue necesario
elaborar un completo ensayo que permitiera la deteccidn directa de los clones positivos.
Ademds, la variabilidad entre los ensayos individuales debié ser minimizada durante
cada paso del proceso para una correcta interpretacién de los datos y para reducir la
probabilidad de seleccionar falsos positives. Para la validacion del screening, se
realizaron una serie de ensayos previos con la enzima nativa, de la misma forma como
seran cultivados los mutantes, de tal manera que la variabilidad en los resultados esté
dada preferentemente por las mutaciones ejercidas y no por influencias ambientales, ni

variaciones en la manipulacién.
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Asi, antes de analizar las librerfas de mutantes, se realiz6 una validacién del todo
el proceso. Para esto se probaron diferentes medios de crecimiento (LB, TB y medio rico
en glucosa) y sus volimenes que variaron entre 300 y 600 pL, temperaturas de
induccidn de 18 y 30°C y tiempos de induccion dependientes de las temperaturas antes
mencionadas, y finalmente concentraciones del inductor IPTG de 0,3 mM, 0,5 mM y 0,7
mM. Primero se seleccioné el medio de crecimiento en el cual se obtenia mayor
densidad celular, que resulté ser el medio LB. Luego dada una cierta temperatura, se
probaron diferentes concentraciones de IPTG y tiempos de induccién. Asi, a 30 °C se
indujo durante 3 horas y para 18 °C se indujo toda la noche. En cada caso se probaron
las tres concentraciones del inductor. Finalmente se determind el volumen de medio
obteniéndoge un mejor resultado con 600 puL, el de la solucién amortignadora de lisis
que también fire de 600 pL v el de cada alicuota trasferida durante el protocolo, que fue
de 20 pL. Al término de cada prueba se repitio el proceso variando un nuevo pardmetro
hasta establecer el protocolo final. Ademés se utilizaron colonias que contenian el vector
gin inserto, como control de la posible expresion basal de lipasas en cepas de E.coli
BL21 (DE3). Estas colonias exhibieron una absorbancia menor a 0,2. Esta densidad
éptica es tan baja que la actividad lipolitica es despreciable, y por ende no fue
considerada.

Por tltimo, fite necesario elaborar un ensayo de actividad que permitiera la
deteccion directa de los clones positivos. Para esto se utilizé el sustrato p-nitrofenil
caprato, cuyo producto de hidrélisis p-nitrofenol, presenta coloracién amarilla y la
actividad enzimatica fue determinada con un espectrofotometro lector de microplacas

que permitié tener una amplia vision de los resultados. Una vez que se obtuvieron los
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resultados se trabajé con el programa computacional Microsoft Excel que permitio tener
una visién completa de los datos y facilité su manejo.

Asi, el aumento en la actividad fue medido a través de los cambios de color en una
reaccién que es directa, es decir que al agregar una muestra del sobrenandante para la
reaccién con el sustrato, es posible ver de inmediato el cambio de coloracion,

Una gran limitacién en la técnica de evolucién dirigida es Ia ubicacién de la
proteina en la célula, que debe ser considerada al momento de seleccionar el método de
screening, ya que si Ia proteina que se desea modificar es intracelular, se debe realizar
adicionalmente una etapa de lisis celular, como sucedi6 en este caso. Pero dentro de las
limitaciones de esta técnica, la mds importante radica en el nimero de mutantes que
pueden ser seleccionados. El andlisis global que capture la esencia de la funcién
quimica y que pueda ser repetido para millones de mutantes, es la parte mds dificil de la
técnica de evolucidn dirigida. Asi, para cada generacién, se obtienen millones de datos
que contienen informacion de la calidad de las librerias, la capacidad evolutiva de las
enzimas parentales, y la precision del método,

El protocolo de evolucién dirigida establecido finalmente en este trabajo, permitio
obtener resultados manejables y bastante precisos, con absorbancias adecuadas para
posteriores andlisis y que permitiera la correcta eleccion de las lipasas con caracteristicas

mejoradas.

4.4 Cuantificacién de la variabilidad en el screening

Para obtener buenos resultados es importante cuantificar la reproducibilidad y el

desacierto del proceso de screening. Para ello, se realizaron repetidas mediciones de
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cada clon de la libreria elaborada con la secuencia parental. Esto permitio determinar el
limite menor sobre ¢l cual se observaron mejoramientos de la actividad y que pudieran
ser considerados significativos.

La variabilidad es una influencia directa en la capacidad de identificacién real, es
decir, de las mutantes que han sido mejoradas. Los errores pueden ser azarosos y pueden
ser descritos estadisticamente usando datos obtenidos desde el proceso de screening.
Una manera para estimar la variabilidad o la dispersién de los datos es mediante el
coeficiente de variabilidad (Salazar & Sun, 2003), dado por la formula:

CV= ((desviacion estindar/ promedio} x100%).

Para ver cémo la actividad varia entre los diferentes clones de la enzima nativa, se
graficé la posicién de los clones versus la actividad medida a 20 °C (Figura 16). De esta
manera se ven facilitados, tanto la identificacion de cada clon y su posicién en la placa,
como el mejoramiento futuro del proceso. Ademas esto permitid detectar variaciones
sistemdticas del proceso, los que pueden ser originados por diferencias de oxigeno o
temperatura, entre otros factores. En la practica, el coeficiente de variacidn debe ser lo
més pequefio posible, esto es, menos de un 10% (Salazar & Sun, 2003). Dadas las
condiciones de trabajo con las que se realizé la optimizacion del proceso, se obtuvo un
coeficiente de variacion de 7,55%. Este valor es bastante bueno considerando que todo
el proceso se realizé de forma manual,

Una vez determinada la tasa de error, se comenzaron a determinar las condiciones
para la generacion de las mutaciones. La técnica escogida fue PCR propenso a error, y
para obtener una tasa mutagénica de 1 6 2 mutaciones por gen, segun lo recomendado

por Cadwell & Joyce (1992), se probaron dos condiciones mutagénicas. La primera fue

68




aumentar la conceniracién de magnesio en todas las reacciones, lo que aumenta la
velocidad de amplificacion estabilizando pares de nucledtidos que no son
complementarios, v la otra consistié en disminuir las concentraciones de ADN molde, lo
que permitié aumentar la amplificacién a partir de nuevas hebras. Asi se probaron tres
reacciones de PCR con diferentes concentraciones de ADN molde, 0,5 ng/ uL, 0,05 ng/
pL y 0,005 ng/ pL, pero todas con una concentracién de magnesio de 7 mM. Como era
de esperarse, la reaccién que presenté la mayor tasa mutagénica, fue la reaccién con
menor concentracién de ADN molde, en la cual la mayoria de los clones fueron
inactivos. Por otro lado, la reaccion con mayor concentracion de ADN molde presento la
menor tasa mutagénica, obteniendose el mayor mimero de clones activos, pero sin
grandes variaciones con respecto a la enzima nativa. Finalmente la concentracion
intermedia de ADN molde, 0,05 ng/ pL, fue la que presentd mejores resultados y la que
se escogid para realizar el resto de los ciclos de PCR (Figura 17).

Posteriorimente, se realizé un procedimiento de screening de un pequefio niimero
de clones primero, para asegurarse que la libreria fuese de buena calidad, es decir que
presente una tasa de mutacién que no sea demasiado alta o baja. Para ello, se analizaron
cerca de 400 clones los cuales fueron amplificados mediante la condicion de PCR
previamente establecida. Se detectaron cerca de 20 posibles clones positivos, lo cuales
presentaron valores de absorbancia mayores a las presentadas por la enzima nativa.
Estos clones se utilizaron para realizar un nuevo screening y a partir de ellos, se
escogicron 2 variantes candidatos. Estos clones serin mandados a secuenciar y el

andlisis de la secuencia permitird ver si hay mutaciones en cada clon. Si es asi, los
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clones serin caracterizados y el mejor variante serd escogido como molde para la
segunda ronda mutagénica.

Por tltimo, es importante disponer de un buen sistema de ensayo de actividad
masivo para la utilizacién y el desarrollo de técnicas de evolucién dirigida y para ello, el
sistema de expresién seleccionado juega un papel fundamental. La sensibilidad y la
precisién de un andlisis de alto rendimiento es en gran parte funcién del sistema de
expresion de la proteina. Las proteinas que serdn mejoradas por esta técnica mutagénica
no deben traer consigo grandes procesamientos y etapas de purificacion largas y dificiles
de realizar, dada la necesidad de ensayar miles de posibles variantes de la enzima, Para
el caso de la lipasa 2-17 solo fue necesario realizar una etapa extra de lisis celular que no
dificulté mayoritariamente el trabajo, pero cada etapa extra aumenta la probabilidad de
tener errores asociados a la manipulacién y no a las mutaciones en particular. Sistemas
de expresion que cuentan con sefiales de exportacién son ampliamente utilizados, lo que
facilita el trabajo durante el desarrollo del método de seleccion y de la elaboracion de las
librerias de mutantes.

Ademids es importante considerar que existen muchas discrepancias sobre el
método mas eficaz para generar la diversidad genética. Los procesos de screening y los
andlisis de alto rendimiento son reinventados para cada caso particular de proteina
utilizada, ya que los cambios en los parametros como tasas de mutacién, seleccién y

tamafio de la poblacion pueden alterar potencialmente el resultado.
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4.5 Lipasa 2-17 adaptada a bajas temperaturas

Las lipasas han atraido mucha atencién estos Gltimos aiios, en parte debido al
interds en determinar cémo catalizan reacciones en una interfase aceite-agua, e
jgualmente debido a que las lipasas proveen herramientas valiosas para la hidrolisis
estéreoespecifica v la sintesis de una amplia variedad de ésteres con gran potencial
biotecnolégico. Por otra parte, las lipasas activas a bajas temperaturas exhiben una
menor rigidez facilitando la hidr6lisis del sustrato y asi, estas adaptaciones al frio, han
desarrollado la necesidad de nuevas herramientas biognimicas y bioinformaticas para su
analisis y caracterizacién (Jaenicke R, 1991).

La lipasa 2-17 estudiada presenta ciertas propiedades que le permiten estar
adaptada al frfo catalizando sus reacciones a muy bajas temperaturas. Se piensa que una
caracteristica involucrada en la adaptacién a estas bajas temperaturas es la presencia de
residuos de glicina en las secuencias conservadas que contienen serina ¢ histidina en el
sitio catalitico, lo que podrfa permitir la flexibilidad de la enzima (Parra L.P. y col,,
2008). Pero debido al bajo nimero de secuencias y estructuras conocidas de lipasas
adaptadas al frio, es dificil aun estimar todas las caracteristicas que hace de esta enzima
tan particular, ser capaz de trabajar a muy bajas temperaturas. Es por ello que es
necesario el desarrollo de nuevas herramientas para el estudio de enzimas adaptadas al
frio, y la evaluacién del comportamiento, el andlisis, y mejoramiento de sus

propiedades, fortalece la biisqueda de potenciales aplicaciones biotecnolégicas.
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5 CONCLUSIONES

%

Se logrd clonar el gen de la lipasa 2-17 en el vector pPGEM-T Easy y expresarla
de forma recombinante en el sistema de expresion E.coli TB1/ pMAL-c2E. La
secuencia del gen resulté ser idéntica a la obtenida por Parra L.P. y col., 2008.

La lipasa expresada se obtuvo de forma pura y activa cuando se encontraba unida
a la MBP como lipasa quimérica. $i bien el protocolo de expresién no ha sido
optimizado, esta enzima se obtuvo en alto rendimiento en comparacion a la
obtencion de oiras lipasas.

La determinacién del valor aproximado de Km de la lipasa 2-17 permitié
implementar un apropiado ensayo de actividad lipolitica en medio liquido.

El protocolo final que permiti6 optimizar el proceso de screening consistio en la
induccidén de los clones en medio TB, con una concentracién de 0,5 mM de IPTG
durante 16 horas a 18°C.

Estas condiciones permitieron obtener un coeficiente de variabilidad de un
7,55%, encontrandose dentro de valor aceptado en la practica.

Las condiciones de PCR propenso a error con una concentracion de magnesio de
7 mM y una concentracién de ADN molde de 0,05 ng/ pL, permitieron obtener
una tasa mutagénica adecuada, inactivando cerca del 50% de los clones.

Las condiciones establecidas para el PCR propenso a error permitieron generar
dos clones con aumentos en la actividad de un total de un 400 variantes
analizados, confirmando que las estrategias escogidas eran favorables para

obtener mutantes con actividad lipolitica mejorada.
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6 PROYECIONES

M

Como continuacidn de este seminario de titulo se espera realizar rondas de PCR
propenso a error con las condiciones mutagénicas ya determinadas, para generar
variantes de gen de lipasa que presenten actividad mejorada. Esto se realizard mediante
el andlisis de mas de 1000 clones por ciclo, siguiendo el mismo protocolo descrito
durante la optimizacion del proceso de screening.

A pesar de que los procesos de evolucion dirigida se basaban en la seleccién por
amplificacién, actualmente este protocolo incorpora el método de DNA shuffling como
parte del proceso mutagénico principal. Por lo tanto, se propone realizar varias rondas de
mutaciones mediante PCR propenso a error y una vez seleccionados los mutantes con las
caracteristicas mejoradas se procederan a recombinar nuevamente mediante la técnica de
DNA shuffling y se seleccionardn los mutantes que presenten un mejor resultado. La
biblioteca de mutantes se definird dada la actividad y la proteina més apta o la mejor
recombinacién de varios mutantes se convertird en el templado para la generacién
siguiente. Asi, es posible elaborar una genoteca de genes quiméricos con alta diversidad
y por lo tanto con una alta probabilidad de obtener nuevos genes que codifiquen para
nuevas proteinas.

Finalmente una de las mayores limitaciones de este trabajo fue no disponer de la
estructura tridimensional de la lipasa 2-17, es por ello, que se propone como una
alternativa en el trabajo de caracterizacién y conocimiento esta enzima, utilizar la
técnica de modelamiento por homologia, que ademds serfa de gran ayuda para el

mejoramiento genético de la lipasa a través de nuevas estrategias de mutagénesis.
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El modelamiento por homologia es una metodologia que permite construir un
modelo 1itil de la estructura tridimensional de una proteina cuya estructura real es
desconocida. Se necesita conocer su secuencia aminoacidica y la estructura
tridimensional de una proteina homéloga, evolutivamente relacionada, obtenida por
difraccion de rayos X o por resonancia magnética nuclear (NMR). Asi, esto permitiria
optimizar el proceso e implicaria un andlisis de un menor mimero de variantes,
favoreciendo enormemente el trabajo.

Una vez obtenida la estructura tridimensional de la lipasa, es posible estudiar el
cambio de algunos aminodcidos que permitan aumentar la termoestabilidad enzimética
de la lipasa 2-17. Estas mutaciones pueden ser realizadas ya sea a través de mutagénesis

por saturacién o mediante mutagénesis sitio dirigida.
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8 ANEXOS

e

8.1 Secuencia nucleotidica del gen codificantes para la lipasa 2-17.

ATGCCTATTT
TAAGACCGTA
TGCACCATAC
CGAGTTAATC
TGACGCCCAT
CGTTAGCACT
GCGETGTCGET
AGGAAATTCA
CGGATGGTGG
AACGAGGGAA
CGGGTTTTGT
TCTGTGCCCA
CCTGAATATC
TTGGCTGACT
TATTGTCTGG
CAGGTTATCA
TGAGACTGAT
TGCCGCGACC
GCTGAATATC
CAACGATGCA
TGCAGTCCCA
TGTCCAAGCT
ACTGGCTTAT
ATACAGTGCT
CAAGGTCTTG
TGTGCAAAAC

TACCAGTGCC
AARAMGACAG
GCTAARAAGGG
ACCAATTAAR
CTGCGCCTGA
GGATAAGCTA
TGCARGCACC
GAGAATGCCG
TGATATGACC
AARGTACGGA
ATTGGCGATA
AACTGGCTGG
CAGCGCCAAC
GAACATTCTC
TGATAGTGCA
AGCCTATCGA
ARARAAGCCA
TTTAGCACAA
CAAGTTGGGA
AATGTCTTTA
CCCGCTTATC
ATGTCGTCGT
GCCGAGCTTT
AGGCGCACCG
GCAATCAGAC
CTACTGACCA

ATCGCTCAAT
CCGCTAAAAR
TTGGATARATC
AGCGTCTACA
TACTTGCGGT
CCCAACCTAC
TAGCGTTTIGG
TCAGCTGGCA
GTGCGCTGCT
TGAAGTCGCC
TCGACACGCA
GCAGTCGTGA
AGCTCTTAAA
AGTCACTTGG
GGTGGTTGCT
TGCATTATGG
ATGACACCTT
TTGCCGCTCT
GCTTTATGGT
ATACTGCCTA
TCAGTCATGC
TGCGGAATTA
TGCAARAAGA
CATGGTTTTA
BAACTATATT
GTGAGGGTGA

GCTTTATTGA
TGTGCACCAG
TGCCAACGCC
GCGGAGCAAT
CAGTAATAAG
GGCAGAAATT
CAACARAATG
AGATAAGACC
ACCAGCAGTC
ATGCTGTTTT
TCATGAGTTT
GTGTCGACTA
GACTGTCTGT
TGCATTGCCA
TGGCAGCACT
CAAGATAATA
TAAARAATCA
ACCCTGTCAC
GAAGGCTTGC
CACTCAGCAC
ACGGTGACAA
GATATCTTGC
AGGCGTTAAG
TTAACTTGAT
ATCAAGTCGT
TGAGCCAAAT

CAAANACGCT
CATCATATTT
GCTACTCGAA
ATCCCCTTGC
CTCAAGCGCC
TGGTACAGAT
CTGAGGCCTC
ATTGCCAATG
GAAGCAGAAT
TTCATGGGGG
TGTCATACGG
TCGCATGGCT
CGGCTTACGC
TCGCGCATCG
GGTGGCGCAG
ATCARGCTAC
CTGGCTGATT
TGATTATGAG
TGCTCGATCA
AGTGGTCTAA
TGCGCACCTG
GAGATGRAGG
GTAGAAACTT
GAGTGTCCAT
TTGCTTGTTT
CTC

50
100
150
200
250
300
350
400
450
500
550
600
650
700
750
800
850
900
950
1000
1050
1100
1150
1200
1250
1300




8.2 Secuencia aminoacidica de la lipasa 2-17.

MPILPVPSLNALLTKTLKTVKKTAAKNVHQHHILHHTLKGLDNLPTPLLERVNHQLKASTAEQY
PLADAHLRLILAVSNKLKRPLALDKLPNLRQKFGTDAVSLQAPSVWQONAEASGNSENAVSWQD
KTIANADGGDMTVRCYQQSKQNNEGKSTDEVAMLFFHGGGFCIGDIDTHHEFCHTVCAQTGWAV
VSVDYRMAPEYPAPTALKDCLSAYAWLTEHSQSLGALPSRIVLSGDSAGGCLAALVAQQVIKPI
DALWQDNNQATETDKKANDT FKKSLADLPRPLAQLPLYPVTDYEAEYPSWELYGEGLLLDHNDA
NVFNTAYTQHSGLMQSHPLISVMHGDNAHLCPSYVVVAELDILRDEGLAYAELLQKEGVKVETY
TVLGAPHGFINLMSVHQGLGNQTNYIIKSFACFVQNLLTSEGDEPNL

8.3 Curva de calibracion p-nitrofenol

Curva de Calibracion p-nitrofenol

E
& 15
— |
= j y=0,153x+ 0,038
2 1 R2= 0,998
= |
" |
° ;
) 0,5 |
0
< |
0 ! ——— m— - TS -
0 2 4 6 8 10 12

[p-NF] mMm

81




