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Resumen

Las lipasas (triacilglicerol hidrolasas, EC 3.1.1.-) son una importante clase de enzimas
con un gran numero de aplicaciones en biotecnologia. Sin embargo, la mayoria de las
aplicaciones descritas se centran en las lipasas disponibles comercialmente, las cuales no
siempre son capaces de cumplir con los requisitos de los procesos industriales. Existe una gran
biodiversidad inexplorada, fuente potencial de enzimas con actividad novedosa. Por ello, se
hace necesaria la exploracion y la explotacién de dicho potencial para el desarrollo de nuevos
bioprocesos. Ademas, el avance en las técnicas de ingenieria genética permite modificar las
nuevas enzimas de acuerdo a las necesidades biocataliticas, ampliando adn mas las
posibilidades para nuevos desarrollos. Este trabajo se centra en la exploracion de nuevas
lipasas, y en la caracterizacidon de enzimas lipoliticas que divergen de las que han sido mas
extensamente estudiadas.

La lipasa Lip 1.3 fue aislada mediante métodos moleculares de una cepa proveniente
del suelo de un bosque subtropical de Puerto Iguazu, Argentina, y se encuentra relacionada
con cepas de Pseudomonas fluorescens. Esta enzima pertenece a la subfamilia .3 de lipasas
bacterianas, grupo que ha sido poco explorado en biocatdlisis, y que difiere de otros grupos
mas estudiados tanto en su secuencia como en su actividad catalitica. En el presente trabajo se
realizd el modelado y la caracterizacidon de esta lipasa, aportando conocimiento sobre las
caracteristicas de la subfamilia 1.3. La produccién de Lip 1.3 fue optimizada mediante el disefio
y desarrollo de diversos sistemas de expresion en bacterias y levaduras. Ademas, se aplicaron
técnicas de ingenieria genética para mejorar sus propiedades y establecer relaciones entre la
estructura y la actividad de las lipasas de la subfamilia 1.3. Un logro importante en esta area
fue el desarrollo de variantes modificadas de la enzima con mayor actividad biocatalitica, y con
mejoras sustanciales en la actividad sobre sustratos de cadena larga.

Paralelamente, se exploré la diversidad presente en dos ambientes distintos, uno
altamente contaminado y otro libre de contaminacidn, en busca de nuevas enzimas lipoliticas.
Mediante técnicas de metagendmica fue posible acceder a parte de la diversidad no cultivable
presente en dichos ambientes. Se encontré una enzima con posible actividad lipolitica, para la
cual se desarrollé un sistema de expresion heterdloga.

Se analizé la utilidad de la lipasa Lip 1.3 y otras lipasas aisladas por nuestro grupo de
trabajo en la sintesis de biodiesel y en la valorizacidn de su principal subproducto, el glicerol.
También se estudié la aplicacion de Lip 1.3 a la hidrdlisis de una serie de ésteres, comparando
los resultados con los reportados para enzimas disponibles comercialmente.

El trabajo desarrollado en esta tesis permitié aumentar el conocimiento en el area de
las lipasas, especialmente dentro de la subfamilia 1.3. La informacidn obtenida significa un
avance en el conocimiento de la relacidn estructura - actividad dentro de esta subfamilia,
posibilitando en el futuro una mayor racionalidad en el desarrollo de nuevas variantes. En
conjunto, este trabajo aporta al avance del drea de la biocatalisis mediada por lipasas, y abre
nuevas puertas hacia el desarrollo de metodologias productivas amigables con el medio
ambiente.
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Introduccion

Una nueva era en la Quimica

La evolucidn de la civilizacion ha generado un aumento en la demanda de compuestos
obtenidos mediante transformaciones quimicas. Estos compuestos se han vuelto necesarios,
contribuyendo al bienestar de la raza humana. Pero estamos pagando un alto precio por
nuestro bienestar: la sintesis de estos compuestos ha contribuido al deterioro del medio
ambiente y a la generacién de productos téxicos de desecho.’? Como respuesta a una
inquietud creciente frente al deterioro ambiental y a la sustentabilidad de nuestro modo de
vida, los organismos legislativos han implementado un marco legal cada vez mas restrictivo,**
que obliga al desarrollo de nuevos procesos industriales mas amigables con el medio
ambiente. En 1988 Anastas y Warner® plantearon la necesidad de implementar la Quimica
Verde, consistente en el disefio de productos y procesos quimicos que reduzcan o eliminen el
uso y la generacién de sustancias peligrosas. Como una guia para su aplicacién, establecieron
los 12 principios de la Quimica Verde (Figura 1). La utilizacion de métodos biocataliticos para la
sintesis de compuestos quimicos estd en concordancia con dichos principios, contribuyendo

favorablemente al desarrollo sustentable.?

1

Es mejor evitar la
formacion de residuos que
tratarlos o limpiarlos una
vez que se han formado

5
El uso de sustancias
auxiliares debe volverse
innecesaria siempre que
sea posible, e inocua si se
utiliza

9
Los reactivos cataliticos (lo
mas selectivos posible) son
superiores a los reactivos
estequiométricos

2
Los métodos sintéticos
deben disefarse de manera
de maximizar la
incorporacién en el
producto final de los
materiales usados

6
Los requerimientos
energéticos deben ser
minimizados. Es preferible
usar temperatura ambiente
y presion atmosférica

10
Los productos quimicos
deben disefiarse para que
no persistan en el medio
ambiente y se degraden
formando compuestos
inocuos

3
Las metodologias sintéticas
deben disefiarse para usar
y generar sustancias con
baja o nula toxicidad para
la salud humanay el medio
ambiente

7
Se deben elegir materias
primas renovables sobre
las que no lo son siempre
gue sea técnica y
econémicamente viable

11
Deben desarrollarse
metodologias analiticas
para el monitoreo y control
a tiempo real y en proceso
de sustancias peligrosas

Figura 1: Los 12 principios de la Quimica Verde®

4
Los productos quimicos
deben disefarse para
mantener la eficacia a la
vez que se reduce su
toxicidad

8
La derivatizacion
innecesaria deben ser
evitada siempre que sea
posible

12
Las sustancias y el estado
de las mismas utilizado en
un proceso quimico debe
elegirse de forma de
minimizar el potencial de
accidentes quimicos
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Biocatalisis

Los métodos biocataliticos utilizan enzimas para llevar a cabo reacciones quimicas. Las
enzimas son muy buenos catalizadores, alcanzando en algunos casos niveles de eficiencia
imposibles de lograr con catalizadores quimicos.® Debido a su constitucién proteica las enzimas
son rapidamente degradadas en el medio ambiente, lo que no ocurre con muchos de los
reactivos utilizados en los procesos quimicos tradicionales. Ademds, las reacciones
biocatalizadas pueden llevarse a cabo a temperatura ambiente y presién atmosférica, lo que
estd en concordancia con el Principio 6 de la Quimica Verde, a la vez que se evitan problemas
de inestabilidad de los sustratos y reactivos.

Las enzimas y otras proteinas regulan la actividad de los sistemas vivos. Diversos
compuestos quimicos bioactivos, como medicamentos y agrotdxicos, tienen su blanco de
accion en estas proteinas. Al ser moléculas quirales, formadas Unicamente por L-aminoacidos,
las enzimas son capaces de reconocer de forma diferencial a los enantidmeros de una mezcla
racémica, por lo que dichos enantiomeros tendran actividades distintas. En reconocimiento de
esta propiedad, la FDA (Food and Drug Administration, EEUU) y otros organismos reguladores
han impuesto restricciones al registro de nuevos medicamentos racémicos,””® promoviendo los
medicamentos enantioméricamente puros, y obligando al desarrollo de procesos que
involucren la sintesis quiral de dichos compuestos. Como catalizadores, las enzimas pueden
aportar en gran medida al disefio de estos procesos, dado que al ser moléculas quirales las
reacciones catalizadas por ellas son cominmente estereoselectivas. Ademds presentan otros
tipos de selectividad: son capaces de promover reacciones en sitios no activados de los
sustratos, dando lugar a productos imposibles de conseguir por métodos quimicos; y pueden
distinguir entre dos sitios quimicamente similares del sustrato catalizando la reaccién de uno
sélo de éstos, lo que da como resultado reacciones regioselectivas.’

Las ventajas mencionadas demuestran la concordancia de la biocatalisis con los
principios de la Quimica Verde (Figura 1) y la relevancia de las enzimas como catalizadores
sumamente poderosos y convenientes para el rumbo actual de la quimica sintética.

Sin embargo, al utilizar métodos biocataliticos en sintesis organica se presentan
también varios inconvenientes. Los estrechos parametros de operacidon no permiten cambios
de temperatura o pH, necesarios para algunas reacciones. El medio de reaccién mds adecuado
para muchas reacciones biocataliticas es el agua, que resulta generalmente un mal solvente
para los compuestos organicos. En algunos casos se han efectuado reacciones con enzimas'® o
microorganismos>** en solventes orgdnicos, pero esto conduce muchas veces a una pérdida de
actividad del biocatalizador, y no es aplicable a todas las reacciones enzimaticas.? Sin embargo
se han obtenido resultados prometedores utilizando solventes “verdes” como los liquidos
idnicos o DES (deep eutectic solvents).****

Si bien las aplicaciones comerciales de la biocatalisis han aumentado," para poder
aprovechar al maximo el potencial que nos ofrecen los biocatalizadores es necesario
profundizar en el conocimiento tanto a nivel del descubrimiento y desarrollo de nuevos
biocatalizadores, como en el desarrollo de nuevos bioprocesos.’
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Lipasas
Las lipasas (triacilglicerol hidrolasas, EC 3.1.1.-) son una importante clase de enzimas

31617 gus sustratos naturales son los

con un gran numero de aplicaciones en biotecnologia.
triacilgliceroles de cadena larga. En condiciones acuosas, las lipasas catalizan la hidrdlisis del
enlace éster entre los acidos grasos y el glicerol. Esta reaccién presenta gran importancia para
la transformacién y la utilizacion de los lipidos en el metabolismo de los organismos vivos, por
lo que las lipasas se encuentran ampliamente distribuidas entre los seres vivos, incluyendo

plantas, animales y microorganismos.™®

Mas alla de su relevancia desde el punto de vista bioldgico, las lipasas han atraido la

atencion debido a su amplia aplicacién en procesos biotecnoldgicos.

Este gran potencial
biotecnolégico se debe a varios factores. En las condiciones adecuadas las lipasas son capaces
de catalizar reacciones distintas a la hidrélisis, como la sintesis de ésteres y la
transesterificacion. Las lipasas son capaces de mostrar promiscuidad biocatalitica, no sélo
aceptando sustratos distintos a los naturales®' (Figura 2), sino también catalizando reacciones

muy distintas a su actividad natural.”**

Numerosas lipasas presentan alta quimio-, regio- y
estereoselectividad, lo que las hace valiosas herramientas como catalizadores para procesos
de sintesis organica. Ademas algunas de ellas son estables en solventes orgdnicos, lo que
facilita la disolucién de los sustratos y la recuperacién de los productos de reaccion. Las lipasas
no requieren de cofactores para su actividad, y en muchos casos pueden obtenerse en grandes
cantidades por procedimientos accesibles, pudiendo incluso utilizarse para algunas
aplicaciones los extractos crudos o preparaciones enzimaticas con niveles bajos de
purificacion.”*?’ Estos dos factores disminuyen los costos de las reacciones catalizadas por

lipasas, haciéndolas econdmicamente viables.
0
Ry TOR
o) o)

Ry OH H,0 R,NHNH, _» R1
\ o /
RlJ\

NHNHR,

RY ~OOH Ry NHR;

. . . . 21
Figura 2: Reacciones catalizadas por lipasas
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Las ventajas de las lipasas como catalizadores se ven reflejadas en el gran volumen de
articulos originales y revisiones que existen sobre el tema, lo que se potencia debido a que se
encuentran disponibles comercialmente un gran numero lipasas. Estas enzimas han

|28»31 3,16,18,21-23,29,32-38

encontrado numerosas aplicaciones a nivel industria y en sintesis organica.

La aplicacién mas importante a nivel industrial de las lipasas, basada en los voliumenes
de venta, se encuentra en la formulacion de detergentes, donde se aplican como

2939 a industria alimentaria

coadyuvantes del lavado para la eliminacién de manchas de grasas.
también utiliza lipasas, tanto para mejorar las propiedades organolépticas, nutritivas y
tecnoldgicas de los triglicéridos mediante transesterificacion, como para la produccion de

2939 En la industria

aromas en productos ldcteos o carnicos por hidrélisis de triglicéridos.
papelera los compuestos hidrofébicos de la madera, denominados en su conjunto pitch y
formados principalmente por triglicéridos y ceras, representan un problema para la
elaboracion del papel. Se ha desarrollado un proceso biotecnoldgico para la eliminacién del

pitch que utiliza lipasas para la hidrolisis de sus componentes.'®%

Las lipasas han sido ampliamente estudiadas como catalizadores para la preparacion

3-4,16,21,23,29,32,35-37,40-41 y Constituyen el grupo de

de intermediarios quirales en sintesis organica,
enzimas mas estudiado en biocatalisis.**> Ademas de catalizar la reaccién de alcoholes y
ésteres quirales o proquirales, sus posibles sustratos incluyen dioles, a- y B-hidroxidcidos,
cianohidrinas, clorohidrinas, diésteres, lactonas, aminas, diaminas, amino alcoholes y
derivados de a- y B-aminoacidos (Figura 3). Las clases mds importantes de bloques quirales
para sintesis organica pueden ser obtenidos por este método,'® por lo que las lipasas

constituyen una herramienta de gran valor en sintesis organica y quimica fina.

Ademas de su aplicacidn en sintesis quiral, un drea de aplicacion promisoria para las

1.** Este biocombustible proveniente de fuentes renovables
43-48
El

lipasas es la industria del biodiese
presenta ventajas sobre los combustibles fdsiles que han sido ampliamente reconocidas.
biodiesel estd compuesto por ésteres de acidos grasos y un alcohol de cadena corta como
metanol o etanol. Se sintetiza a partir de triglicéridos de distinto origen, mediante
transesterificacion con los alcoholes mencionados, por lo que se obtiene como principal
subproducto el glicerol (aproximadamente un 10% de la masa total de productos).”*° La
comercializacién de este subproducto fue en un principio un factor positivo en la economia de
la sintesis de biodiesel, pero el aumento en los niveles de produccién ha llevado a una
saturacion de mercado, y hoy en dia su valor ha disminuido considerablemente.”>*
Actualmente, el proceso mas utilizado para la sintesis de biodiesel es la catalisis
quimica homogénea, utilizando bases como NaOH o KOH, o &cidos como H,SO, como
catalizadores.> Este método resulta eficiente, pero presenta inconvenientes y no es amigable
con el medio ambiente debido a la cantidad y calidad de sus efluentes. La catdlisis enzimatica

42,55-56

presenta claras ventajas sobre el método quimico, y representa una alternativa de

1648545762 Sin embargo actualmente a nivel

62-63

creciente interés para conducir este proceso.
comercial sdlo existe un ejemplo de aplicacion a escala piloto Se requiere aun del

descubrimiento y desarrollo de nuevos biocatalizadores, asi como de la optimizacién de los
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bioprocesos ya existentes, para poder cumplir con los requerimientos industriales y dotar de
competitividad a los nuevos sistemas de sintesis enzimatica.*

El glicerol obtenido en el proceso puede comercializarse, pero como se menciond
anteriormente, el aumento en los niveles de produccion de biodiesel por métodos quimicos a
nivel mundial ha llevado a una saturacién del mercado de este subproducto. El glicerol puede
utilizarse como punto de partida para la sintesis de moléculas con alto valor agregado o que

pueden servir de intermediarios de sintesis.>*®®

Los ésteres del glicerol han sido utilizados
como emulsionantes en la industria alimentaria, en cosméticos y en la industria farmacéutica®”
%8 Se han explorado también los ésteres de diglicerol, asi como polimeros del glicerol de
distinto tamafo y grado de ramificacion. Se ha propuesto la utilizacidn de ésteres de
oligoglicerol como antiempafiantes,®® como agentes anti estatica, como lubricantes en la

industria alimenticia, y como tensoactivos.®*®

La esterificacidon del glicerol y sus derivados
utilizando lipasas representa una alternativa vélida para la valorizacién de este subproducto’
7'y la consecuente mejora del balance econémico del proceso. Ademas, el glicerol obtenido
mediante sintesis enzimatica de biodiesel presenta mejor calidad que el obtenido mediante
sintesis quimica, por lo que la aplicacién de lipasas en este proceso puede realizar aportes

favorables desde numerosos puntos de vista.

Sustrato Microorganismo Producto Rendimiento

de origen

7\ / N\
/ Serratia marcescens \ / 45% =08%
—( o —/ o
L.CO,Me TNCoMe
CH, cH,
A P
1 Pseudomonas sp. ] 92% 87%
P MeO,C CO.H
o7 o o : :
OH OH
H3C/ ~._~COR  Ppseudomonas sp. A _COR 41% >95%

HO OH Aco\/\,OH
\\/y Candida antarctica ' 48% =>99%

- N
[f =~ "oH fﬂ; OH
| |
N Pseudomonas sp. g 47% 97%
\&\;? “OMe b \"‘ = “OMe
Cr(CO), Cr{CO),
NH, AcNH
O Candida antarctica ) _COt 38% 95%

. . . . . . . 16
Figura 3: Ejemplos de reacciones enantioselectivas catalizadas por lipasas
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Las lipasas han demostrado tener un gran potencial para la resolucion de algunos de
los problemas actuales de la sintesis quimica. Sin embargo, las enzimas disponibles
actualmente no siempre cumplen con las caracteristicas adecuadas para el desarrollo de su
aplicacién industrial. Es por esto que la blusqueda de nuevas enzimas cobra una gran
importancia en el desarrollo de nuevas aplicaciones biocataliticas y la mejora de los procesos
existentes.

Las lipasas mas utilizadas a nivel industrial provienen de microorganismos, por lo que
éstos constituyen una invaluable fuente de enzimas para biocatalisis. Sin embargo, sélo una
pequefia parte de la biodiversidad microbiana presente en nuestro mundo ha podido ser
cultivada.”® Muchos de estos microorganismos estan adaptados a vivir en condiciones que se
adecuan a los requerimientos industriales para los procesos quimicos, como temperaturas y
pH extremos o altas presiones.”” Esta amplia diversidad inexplorada alberga un enorme
reservorio de enzimas con potencial aplicacién biocatalitica, por lo que los avances en su
estudio podrian dar lugar a numerosas aplicaciones, algunas quizas insospechadas.

Una primera aproximacion a la exploracion de la biodiversidad con fines biocataliticos
consiste en la busqueda de microorganismos que puedan producir enzimas con la actividad

deseada.’®

La enzima puede luego obtenerse a partir del microorganismo original, o si es
necesario pueden utilizarse métodos moleculares para desarrollar sistemas de expresién mas
eficientes.®” La informacién genética de los microorganismos cultivados puede ser explorada
mediante amplificacion por PCR (polymerase chain reaction, reaccion en cadena de la
polimerasa) usando datos de secuencias previamente conocidas, o por medio de la
construccion y andlisis de genotecas, para la busqueda de la enzima responsable de la
actividad deseada.®® Recientemente, la disminucién en los costos ha facilitado el secuenciado
de genomas completos de microorganismos, los cuales también pueden ser analizados en base

80,86-87

a la homologia con secuencias ya reportadas para buscar nuevas enzimas. Los métodos

dependientes de cultivo han sido la primera aproximacién para la busqueda de nuevas
enzimas, y aun hoy siguen siendo utilizados con éxito.®**°

Sin embargo, un gran numero de microorganismos viven en la naturaleza en
condiciones muy dificiles de reproducir en el laboratorio, y no pueden ser cultivados en forma
aislada con las técnicas actuales. Se calcula que menos del 1% de los microorganismos son
cultivables,” e incluso es posible que los valores que han sido calculados hasta el momento
estén sobreestimados.”® Por este motivo se ha desarrollado la metagendmica, técnica que
permite explorar dicha diversidad y acceder a parte de su amplio potencial biotecnolégico sin

79,92

necesidad de cultivar los microorganismos. La construccién de bibliotecas metagendmicas

comienza por la extraccion total de ADN de una comunidad microbiana, para lo cual se han

99 | os fragmentos de ADN son luego

desarrollado técnicas aplicables a distintos habitats.
clonados utilizando huéspedes adecuados, generando una biblioteca metagendmica

conteniendo al menos una parte de la informacién genética de la comunidad microbiana. El

anadlisis de dicha informacidon en busca de genes de utilidad biocatalitica puede realizarse
mediante técnicas basadas en secuencias, como hibridaciéon, PCR o secuenciado, en forma

similar a lo descrito para los microorganismos aislados. Este tipo de andlisis requiere la
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comparacién con secuencias de enzimas previamente reportadas, y permite obtener
principalmente variantes de las enzimas ya conocidas. Cabe sefalar que los frecuentes errores
en la asignacién de funciones en los genes depositados en bases de datos producen en
ocasiones errores en la identificacion de nuevas enzimas mediante este tipo de métodos.”® En
cambio, el analisis funcional consiste en la deteccién de las enzimas de interés mediante
ensayos de actividad, lo que proporciona el potencial de detectar aquellas enzimas que son
radicalmente distintas a las reportadas previamente. Para poder detectar la actividad
enzimatica es necesario que la enzima se exprese en forma activa en el huésped utilizado. Esto

ha sido sefialado como una limitacién,”®**

pero puede también ser una ventaja dado que
implica que las enzimas detectadas podrdn ser expresadas en huéspedes heterdlogos
adecuados para su utilizacion en biotecnologia.” La reciente exploracién de metagenomas
mediante analisis funcional ha demostrado su utilidad en la deteccién de numerosas nuevas

lipasas.”%

Dentro del amplio universo de posibles biocatalizadores existentes en la naturaleza,
sélo un pequefio porcentaje ha sido estudiado con cierta profundidad y se encuentra

disponible para su aplicacién biocatalitica.”***

Estas enzimas, provenientes de un numero
limitado de microorganismos, muchas veces distan mucho de ser biocatalizadores ideales. Esto
ha llevado al desarrollo de estrategias para mejorar su actividad y su estabilidad. La opcidn
mas clasica involucra la optimizacién de las condiciones de reaccidn y la inmovilizacién de las
enzimas. Los métodos de ingenieria genética permiten mejorar aun mas las propiedades de los
biocatalizadores, permitiendo el desarrollo de enzimas que se adapten a los procesos

industriales, en lugar de adaptar los procesos a las enzimas.”

Para desarrollar nuevas variantes enzimaticas con propiedades mejoradas, deben
introducirse cambios en las enzimas originales. Estas mutaciones pueden generarse mediante
métodos que involucran el azar, como la amplificacién por PCR con tendencia al error, o
pueden basarse en estrategias de disefio racional, lo que requiere una base de conocimientos
previos sobre la relacién estructura - actividad de la enzima a modificar. Los métodos de
disefio semi-racional toman elementos de ambos extremos, con el objetivo de obtener
resultados mas rdpidos y con un menor esfuerzo de andlisis, sin perder la amplitud de
posibilidades que genera el azar.®*'® Esta combinacién es probablemente la opcién mas
eficiente para la generacién de variantes mejoradas de las lipasas.”
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Diversas lipasas han sido sometidas a mejoramiento mediante métodos de ingenieria
genética, aplicando distintas metodologias de acuerdo con los objetivos perseguidos. Cuando
no se conoce con certeza la base estructural de la caracteristica que se desea mejorar, el
método mas utilizado es la introduccion de mutaciones al azar. La aplicacién de este método
ha permitido producir un aumento de estabilidad en algunas lipasas; sin embargo, algunas
aproximaciones semi-racionales también han tenido éxito.” Por otro lado, en la modificacion
de las propiedades cataliticas, las aproximaciones racionales y semi-racionales han

demostrado ser mas utiles.’®

Esto ha sido posible gracias al avance en el conocimiento de la
estructura tridimensional de distintas lipasas, y en la correlaciéon de dichas estructuras con la
actividad observada. El primer ejemplo de modificacién de la enantioselectividad de una

195197 se basé en la introduccién de

lipasa, reportado en el 2000 por Reetz y colaboradores,
mutaciones al azar y el estudio de un gran nimero de mutantes utilizando métodos de andlisis
de alto rendimiento. En trabajos mds recientes, la aplicacion de métodos racionales y semi-
racionales ha permitido disminuir el nUmero de variantes a analizar y mejorar sustancialmente

el porcentaje de éxito.”

Las técnicas de ingenieria genética han sido también aplicadas a la modificacion del
perfil de sustratos aceptados por las lipasas. Tanto para la lipasa de Rhizopus oryzae'® como

109119 se ha podido establecer una base estructural

las lipasas Lip 1 y Lip 4 de Candida rugosa
para la preferencia de sustrato, y se han obtenido variantes que tienen preferencia por ésteres
con largos de cadena menores que las lipasas originales. También se ha logrado extender la
preferencia hacia sustratos de cadena mas larga. Reyes-Duarte y colaboradores utilizaron PCR
con tendencia al error para modificar la preferencia de sustrato de la carboxilesterasa R.34,
proveniente del metagenoma del rumen bobino.'! La Unica variante positiva observada
presentd una sola mutacién, Asn33Asp, la cual produjo un cambio en el perfil de preferencia
de sustrato de la enzima, aumentando su actividad sobre sustratos de cadena media y larga.
Basandose en el modelado tridimensional de la enzima se postulé que esta mutacidon produce
la formacion de un puente de hidrégeno que modifica su estructura. Hidalgo y colaboradores
produjeron mutantes de la esterasa | de Pseudomonas fluorescens | con actividad aumentada
sobre sustratos de cadena larga, mediante un método que involucra la introduccién de
mutaciones al azar en zonas restringidas del gen de la enzima.'” Reetz y colaboradores
desarrollaron el método CAST (Combinatorial active-site saturation test), basado en la
introduccion de mutaciones por saturacidn en combinaciones de aminoacidos cercanos al sitio
activo, seleccionados de forma racional. Aplicando este método fueron capaces de obtener
mutantes de una lipasa de Pseudomonas aeruginosa capaces de hidrolizar sustratos
voluminosos, estéricamente exigentes, para los cuales la lipasa original presentaba baja o nula
actividad.'®"® Sin embargo, estas variantes presentaron en general actividad disminuida
frente a los derivados de p-Nitrofenol esterificados con cadenas no ramificadas.'®
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La ingenieria genética nos da el potencial para poder modificar las enzimas disponibles
y hacerlas mds adecuadas a nuestros propodsitos. El descubrimiento de biocatalizadores
novedosos mediante técnicas de cultivo o metagendmicas provee de nuevos puntos de
partida, a la vez que permite la profundizacién en el estudio de la relacidn estructura-actividad
de las lipasas. Se han logrado grandes avances conociendo menos del 1% de la biodiversidad
disponible. En consecuencia, es necesario continuar explorando la misma para develar todas
las posibilidades que ofrece la biocatalisis, utilizando la ingenieria genética para ampliar y
mejorar las herramientas que la naturaleza proporciona.

Lipasas bacterianas

Como se menciond anteriormente, las lipasas son biocatalizadores con numerosas
aplicaciones en biotecnologia. Dentro de estas enzimas, las que presentan mayor relevancia
desde el punto de vista biotecnolégico provienen principalmente de microorganismos, tanto

112

de hongos como de bacterias.”* Un gran numero de lipasas y esterasas bacterianas han sido

objeto de un estudio comparativo, lo que ha permitido su clasificacién inicial en ocho familias

3

en base a su similitud de secuencia y a sus propiedades bioquimicas,'”® aunque han sido

3214 En esta clasificacion, la mayoria

propuestas diferentes ampliaciones de esta subdivision.
de las lipasas verdaderas se agrupan dentro de la familia | junto con las fosfolipasas. Esta
familia se divide a su vez en seis subfamilias. Las lipasas del género Pseudomonas, muy
importantes por sus aplicaciones biotecnoldgicas, pertenecen a las subfamilias I.1 a 1.3. Dentro
de éstas, las lipasas de las subfamilias 1.1 y 1.2 presentan mayores semejanzas y han sido

13115 s tamafios son similares, entre 30 y 33 kDa, y son claramente

ampliamente estudiadas.
homdlogas. Las lipasas de ambas subfamilias requieren de proteinas chaperonas para adoptar
su forma activa, las cuales se denominan Lif (foldasa especifica para lipasas, lipase-specific
foldase en inglés). En cambio, las lipasas de la subfamilia .3, menos conocidas, tienen un peso
molecular mucho mayor, de 50 — 65 kDa, y sus secuencias difieren notablemente de las de las
subfamilias .1 y 1.2. Las lipasas de la subfamilia 1.3 no requieren chaperonas para su correcto
plegamiento. Mientras que las subfamilias 1.1 y 1.2 incluyen enzimas de diversos géneros
bacterianos, las de la subfamilia 1.3 provienen Unicamente de los géneros Serratia y
Pseudomonas,*™ aunque se encuentra también en las bases de datos una secuencia con alta

homologia a la subfamilia 1.3 perteneciente al género Acinetobacter.™*

La subfamilia 1.3 ha sido menos explorada que las subfamilias 1.1 y 1.2, especialmente
desde el punto de vista biocatalitico. Si bien hay numerosas secuencias depositadas en bases
de datos, sélo cerca de 20 lipasas pertenecientes a la subfamilia 1.3 han sido estudiadas en
cierta medida. Las que provienen de microorganismos conocidos tienen su origen en cepas de

117-121 122-12 , ;
7 8 asi como de cepas del género Pseudomonas para

129-133

Ps. fluorescens y S. marcescens,

Por otro lado, un nimero importante de
96-99,134

las cuales no se ha determinado la especie.
ejemplos de lipasas de la subfamilia 1.3 proviene del estudio de metagenomas.

Las lipasas de la subfamilia I.3 comparten la ausencia de una sefal de secreciéon en el
extremo N-terminal, y se ha establecido que su liberacion al medio extracelular se produce a
través de un sistema de secrecion del tipo | (SSTI)."*® Mediante digestion parcial con
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quimiotripsina®! y a partir de estudios cristalograficos de las estructuras tridimensionales de
las lipasas de Pseudomonas sp. MIS38"* (PML) y S. marcescens SM6"* (SML), se determind
gue estas enzimas poseen dos dominios diferenciados: el dominio N-terminal, donde reside la
actividad catalitica y el dominio C-terminal, involucrado en la secrecidn y el plegamiento de la
enzima.

Tanto en PML como en SML los primeros 350 aminoacidos pertenecen al dominio N-
terminal. En este dominio se encuentra el sitio activo, el cual estd formado por los aminodacidos
serina, ubicado en la posicién 207, aspartato en la posicién 255 o 256 e histidina en la posicién
313 o 314. Las estructuras tridimensionales de SML y PML (Figura 4) han evidenciado la
presencia en el dominio catalitico de dos “tapas” (lids): estructuras anfipaticas, con una cara
hidrofilica y la otra hidrofébica, capaces de cambiar de una conformacidn cerrada, en la cual
bloquean el acceso del sustrato al sitio activo, a otra abierta que favorece la entrada del
sustrato. Una de estas estructuras, denominada Lid 1 se encuentra entre los aminoacidos 146
— 166, y consiste en una Unica hélice a, que aparece quebrada cuando la enzima se encuentra
en la conformacion cerrada. La otra, denominada Lid 2 y situada entre los aminodacidos 33 —
74, consiste en una hélice a breve seguida de un loop. Mientras que la Lid 1 esta ampliamente
distribuida en diferentes familias de lipasas,’*® la Lid 2 es una estructura Gnica de las lipasas de

133,137

la subfamilia I.3. Ha sido demostrado para PML que estas estructuras participan en la

activacion interfacial, es decir, en presencia de un sustrato micelar estas “tapas” se abren

exponiendo los residuos hidrofébicos, los cuales entran en contacto con el sustrato y permiten

713 Sin embargo, mientras hay evidencia empirica de activacion

125

su ingreso al sitio activo.

131

interfacial en PML,™" esto no se ha podido demostrar para SML.”” Se ha encontrado en la

estructura de SML y en la conformacién abierta de PML que la lid 1 se encuentra anclada en su
posicion por medio de un ion calcio denominado Cal, el cual estd coordinado por los residuos

Asp™?, Asp™’, Thr''®, Ser'* y GIn'*°. Se ha demostrado que la eliminacién de Cal reduce

131
d.

notoriamente la activida En la conformacion cerrada de PML Cal no esta presente, y la

133

hélice a de la Lid 1 adopta una conformacidn quebrada.™” El dominio catalitico posee ademas

dos sitios adicionales de unidn a calcio, denominados Ca2 y Ca3, los cuales son necesarios para

12538139 F| requerimiento de calcio en otras lipasas de

117,124,127,129,134

la estabilidad y la actividad de la enzima.
la subfamilia 1.3 ha sido ampliamente demostrado, y la homologia de secuencia
es alta, por lo que es probable que la estructura determinada para PML y SML se encuentre

conservada entre las lipasas de la subfamilia I.3.
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Figura 4: Modelos tridimensionales de las estructuras cerrada (a) y abierta (b) de PML de Pseudomonas sp.

133,138 Naranja: dominio N-terminal; verde: dominio C-terminal; violeta: Lid 1; rosado: Lid 2. En tonos de azul

MIS38.
se muestran los aminodcidos del sitio activo 5207, D*>** y H310 y como esferas celestes los atomos de calcio

El dominio C-terminal corresponde a los ultimos 250 aminoacidos en PML y SML,

aunque en muchas lipasas de la subfamilia esta estructura presenta una delecién de 138

96-97.99,117,119-120130,134 ga ancuentran en este dominio un ndmero variable de

aminoacidos.
repeticiones de la secuencia GGXGXDXUX (U: residuo hidrofébico), en algunas ocasiones
degenerada. Esta secuencia se conoce como motivo RTX (repeat in toxin) debido a que se
encuentra presente en varias toxinas y otras proteinas que son secretadas por sistemas de
secrecién de tipo I. Las secuencias GGXGXDXUX forman una estructura de B-roll sandwich,*”
en la cual a través de los residuos aspartato se une un nimero variable de iones calcio, sin los
cuales el dominio no adopta la conformacion adecuada.’ Esta estructura es necesaria para el
correcto plegamiento de la proteina y su actividad hidrolitica, y se ha postulado que podria
funcionar como una chaperona intramolecular.’”***** En el extremo C-terminal se encuentra
también una secuencia sefial compuesta por un pentapéptido hidrofébico, VTL(V/I)G, y un
motivo formado por un aminoacido cargado negativamente seguido de 3 o 4 aminoacidos
hidrofdbicos, (D/E)X(I/V)V(I/L)(A/S). Estos motivos estan separados por una distancia entre seis
y ocho aminodcidos, y constituyen una sefial necesaria para la estabilidad y la secrecidn de las

. 1 125,141
lipasas de la subfamilia 1.3.*>*
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Las lipasas de la subfamilia 1.3 presentan algunas caracteristicas comunes en cuanto a

sus propiedades bioquimicas. Las que han sido caracterizadas’’?%261341%

presentan
preferencia por sustratos de cadena media (longitud de cadena entre 6 y 12 atomos de
carbono). Las condiciones dptimas de reaccién se encuentran a pH neutro o ligeramente
basico (7 — 9), y a temperaturas entre 30 y 55 9C, con la excepcién de una lipasa de
Pseudomonas sp. AMSS8, cepa proveniente de la Antartida, que presenta una temperatura
6ptima de 20 2C."*° Una caracteristica particular es que los puntos isoeléctricos para estas
lipasas son generalmente bajos, entre 4,3 y 5,4, con la excepcion de la lipasa de Ps. fluorescens
SIK W1 para la cual el pl calculado es de 8,6. Esto ha permitido en varios casos utilizar métodos
de intercambio anidnico para su purificacion, 7117123:124,131,142:143

Se ha observado dentro de la subfamilia I.3 que pequefas diferencias en la secuencia
producen cambios importantes en sus propiedades biocataliticas. Lip AMS8 y la lipasa de
Pseudomonas sp. N233 muestran un 97% de identidad entre si pero la primera esta adaptada a
temperaturas bajas y pierde actividad por encima de 30 2C, mientras que la segunda es

termoestable.’*°

Incluso, a pesar de las similitudes en secuencia y estructura demostradas
entre PML y SML, sus caracteristicas biocataliticas difieren. Resulta necesario un mayor estudio
de la relacién entre estructura y actividad en estas lipasas, para poder entender mejor estas

diferencias.

Produccién y purificacion de lipasas de la subfamilia 1.3
La purificacién de las lipasas de la subfamilia 1.3 puede realizarse a partir del

sobrenadante del microorganismo que la produce originalmente. Esta estrategia ha tenido

124,144-145

éxito en algunos casos, pero no ha sido el camino mas transitado para la produccién de

estas lipasas. Debido a la interferencia de otras enzimas hidroliticas o a la baja productividad,
se hace necesario el clonado del gen correspondiente y su expresion en un huésped adecuado.
En consecuencia, se han aplicado técnicas de biologia molecular como elaboracién de

genotecas, genome walking y amplificacion mediante PCR para lograr este fin. También se han

identificado por estos métodos lipasas provenientes de metagenomas.’®****

con éxito la expresion heterdloga de estas lipasas en Escherichia coli?®*"2313114214¢198 , picpig

97,149-150

Se ha logrado

y mientras que en algunos otros casos se han desarrollado sistemas de
151-152

pastoris,
expresion homdéloga.

La utilizacion de E. coli como huésped produce en general la acumulacion intracelular
de las lipasas de la subfamilia 1.3, lo que produce su agregacidon en forma de cuerpos de
inclusidn, con la concomitante pérdida de actividad hidrolitica. Una solucion a este problema

117,142,146-1
98,117,142,146-147 parg lograr la

consiste en purificar la enzima a partir de los cuerpos de inclusién.
solubilizacion de los mismos se utiliza una alta concentracidén de urea como agente caotrdpico,
cuya accién puede estar apoyada por la presencia de glicerol y DTT. En estas condiciones la
lipasa es desnaturalizada y solubilizada. Posteriormente se realiza un paso de renaturalizacion,
mediante disminucién de la concentracion de urea por dilucién, para luego eliminarla
utilizando dialisis o ultrafiltracidon. Este tipo de metodologia permite lograr una eficiente
purificacién, dado que en los cuerpos de inclusion la enzima se encuentra practicamente pura.
Sin embargo su aplicacion es tediosa y consume tiempo, motivo por el cual muchos grupos han

explorado alternativas para lograr la expresién soluble de estas lipasas.”*3>491>
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Figura 5: Esquema general de un sistema de secrecidn de tipo I. El sistema se ensambla una vez que es reconocida
o . : . 155
la sefal de secrecién C.terminal de la proteina a exportar.

Recientemente se ha reportado la expresidn de la lipasa de Pseudomonas fluorescens

SIK W1 mediante anclaje a la membrana interna de E. coli.>®

Este método previene el
agregado de la enzima y permite su purificacién a partir de los restos celulares en forma

relativamente simple, pero los rendimientos de produccién obtenidos fueron bajos.

Como se ha mencionado anteriormente, en sus cepas originales, las lipasas de la
subfamilia 1.3 son secretadas al medio de cultivo mediante un sistema de secrecion del tipo |
(SSTI, Figura 5).** Este sistema interviene en la traslocacién de proteinas desde el citoplasma
al exterior de la célula, por medio de un canal que atraviesa todas las capas de la pared celular
de bacterias Gram negativas. El SSTI esta formado por tres tipos de proteinas. Por una parte,
las proteinas ABC se encuentran asociadas a la membrana interna, y poseen un sitio de unién a
ATP (ATP binding cassette), donde se produce la hidrélisis del mismo para impulsar la
secrecion. El resto esta constituido por las proteinas OMP (outer membrane protein), que se
encuentran asociadas a la membrana externa, y por las proteinas MFP (membrane fusion
protein), que tienen la funcidén de unir las estructuras formadas por las proteinas ABC y las
OMP.™* El clonado de algunos SSTI de las lipasas de la subfamilia 1.3 ha permitido la secrecién

.153,1 1
de estas enzimas en cepas de E. coli****"**®

1
productora original.’*

y el aumento de la secrecién en la cepa
También se ha logrado incrementar la secrecién utilizando SSTI
destinados a otras proteinas RTX. Por ejemplo, tanto la lipasa SML de S. marcescens™* y como
la lipasa PML de Pseudomonas sp. M1538"* han sido purificadas a partir de cultivos de E. coli
gue expresan concomitantemente el SSTI de S. marcescens.

La expresion de lipasas de la subfamilia I.3 en la levadura P. pastoris también ha sido
explorada. Esta cepa se presenta como un huésped sumamente Util para la expresidon de

84,159

proteinas recombinantes, ya que el bajo nivel de secrecién de proteinas propias lo hace

adecuado para la secrecion de proteinas heterdlogas. La expresidon de lipasas de la subfamilia
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1.3 en P. pastoris ha sido llevada a cabo con éxito tanto para obtener la enzima en forma

97,121,150,160

soluble y secretada, como para su direccionamiento acoplandola a la superficie de la

levadura (surface display).**®

Aplicaciones biocataliticas

Las lipasas de la subfamilia 1.3 han sido poco exploradas en cuanto a sus aplicaciones
biocataliticas, siendo las mas estudiadas las provenientes de distintas cepas de Serratia
marcescens. La lipasa de S. marcescens Sr41 8000 ha sido utilizada con éxito en la hidrdlisis del

intermediario 1 (Figura 6), de utilidad en la sintesis de Diltiazem, un vasodilatador coronario

124,161

ampliamente utilizado en clinica. La lipasa de S. marcescens ECU1010 también ha sido

aplicada al mismo proceso de sintesis.'*’**

163-164

Esta aplicacién ha dado lugar a por lo menos dos

166-167

patentes europeas , una estadounidense'® y dos chinas. Ademas, esta ultima lipasa

se ha utilizado también para la resolucién cinética de ketoprofeno,'® mientras que la lipasa de

S. marcescens ES-2 ha mostrado utilidad para la resolucién cinética de (S)-flurbiprofeno.'****

Por ultimo, la lipasa de Pseudomonas fluorescens HU380 puede degradar grasas y

aceites que contienen acido eicosapentanoico (EPA) y acido dodecahexanoico (DHA) lo cual
145,169

representa una potencial aplicacion en la industria alimentaria.

MeO

Figura 6: Intermediario 1: metil éster del cido trans-3-(4-metoxifenil) glicidico
((£) MPGM, trans-3-(4-methoxyphenyl)glycidic acid methyl ester)

La cepa Pseudomonas sp. CR-611 fue aislada a partir de suelo de un bosque subtropical
de Puerto lIguazl, Argentina,®®> y se encuentra relacionada con cepas de Pseudomonas
fluorescens.'” Esta cepa presenta alta actividad lipolitica frente a tributirina y aceite de oliva.*
En trabajos anteriores realizados en el grupo de la Dra. Pilar Diaz (Departamento de
Microbiologia, Facultad de Biologia, Universidad de Barcelona, Espafia), se identificd y clond en
E. coli una esterasa de la familia VI perteneciente a esta cepa.'’® Posteriormente, utilizando
métodos moleculares, fue identificada y clonada una lipasa que presentaba alta homologia con

. . . - 171-172
lipasas de Pseudomonas fluorescens incluidas en la subfamilia 1.3."**

Se expreso esta lipasa
en una cepa de E. coli, y se inicié la caracterizacién de la actividad lipolitica de un extracto
proteico sin purificar obtenido a partir del clon recombinante. Sin embargo, para poder realizar
un estudio adecuado de las propiedades cataliticas de la lipasa I.3 de Pseudomonas sp. CR-611,

se hace necesaria la purificacion de la misma y su caracterizacién bioquimica.
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Objetivo general

Esta tesis tiene como objetivo principal la busqueda y desarrollo de nuevos
biocatalizadores con actividad lipolitica. Se centra la atencién en el estudio de la lipasa Lip 1.3,
proveniente de la cepa Pseudomonas sp CR-611, la cual fue aislada en base a su actividad, asi
como en la exploracién de la biodiversidad no cultivable por estrategias de metagenoma. Se
plantea también la caracterizacién de estos nuevos biocatalizadores y el desarrollo de sistemas
de expresién adecuados para la produccién de los mismos. Se aplican técnicas de ingenieria
genética para mejorar las propiedades biocataliticas de los catalizadores encontrados.

Objetivos especificos

1 Produccidn y purificacién de Lip 1.3. Desarrollo de un método de purificacién de Lip I.3 a
partir de la cepa recombinante E. coli (pGEMT-Lip 1.3),""?
de los cuerpos de inclusion. Desarrollo de sistemas de expresion alternativos en los cuales

mediante recuperacién a partir

la lipasa sea producida en forma soluble.

2 Estudio de las propiedades cataliticas de Lip 1.3 Realizacion del modelado estructural y
caracterizacién bioquimica de la lipasa Lip I.3.

3 Exploracién de la diversidad presente en dos ambientes distintos, uno altamente
contaminado y otro libre de contaminacidn, en busca de nuevas enzimas lipoliticas.
Mediante técnicas de metagendmica es posible acceder a parte de la diversidad no
cultivable presente en dichos ambientes. Se plantea el desarrollo de genotecas
representativas de cada habitat y el rastreo de clones con actividad lipolitica.

4 Evaluacidn de la utilidad de la lipasa Lip 1.3 y otras lipasas aisladas por nuestro grupo de
trabajo en aplicaciones de sintesis. Realizar ensayos de sintesis de biodiesel, esterificacion
de glicerol, e hidrdlisis de una serie de ésteres, utilizando la lipasa Lip 1.3 y otras lipasas
aisladas por nuestro grupo de trabajo.

5 Estudio de la relacién estructura-actividad en lipasas de la subfamilia 1.3 mediante el
desarrollo de mutantes de Lip I.3. Desarrollo de mutantes de Lip 1.3 por mutagénesis sitio
dirigida y mutagénesis de saturacion con dos objetivos: mejorar la especificidad de
sustratos hacia dcidos grasos de cadena larga, estudiar la correlacidn entre caracteristicas
estructurales y la activacidn interfacial.
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Capitulo 1

Desarrollo de sistemas de expresion y purificacion de Lip 1.3

Lipasa Lip 1.3 de Pseudomonas sp CR-611

La cepa Pseudomonas sp. CR-611 fue aislada a partir de suelo de un bosque
subtropical® y se encuentra relacionada con cepas de Pseudomonas fluorescens.'’® Esta cepa
presenta una alta actividad lipolitica frente a tributirina y aceite de oliva, por lo que en trabajos
previos se estudid su sistema lipolitico, determinandose la presencia de al menos 2 enzimas
con dicha actividad.'”® Mediante métodos moleculares fue posible identificar y clonar en E. coli
una esterasa de la familia VI perteneciente a esta cepa.'’° Posteriormente, también utilizando
métodos moleculares, se identificdé una lipasa que presentd alta homologia con lipasas de

171172 | gen de la nueva lipasa, que se

Pseudomonas fluorescens incluidas en la subfamilia 1.3.
denomind Lip 1.3, fue amplificado y clonado en el vector pGEMT (Promega). Fue posible
detectar un aumento de la actividad lipolitica en los extractos de los clones recombinantes que
contenian el plasmido; sin embargo, para poder llevar a cabo la caracterizacién de la enzima es
necesario obtener un preparado purificado de la misma. Este trabajo comienza con el

desarrollo de métodos de produccién y purificacién para Lip 1.3.”

Extraccion de Lip 1.3 a partir de E. coli 5K (pGEMT-lipl.3)

El plasmido pGEMT-Lipl.3, obtenido en trabajos previos,"’> fue utilizado para
transformar células competentes de E. coli 5K, obteniéndose la cepa recombinante
E. coli 5K (pGEMT-lipl.3). A partir de esta cepa, mediante ruptura de las células utilizando
ultrasonido y posterior centrifugado (Metodologia - Método 1) se obtuvieron dos fracciones:
los extractos celulares y los restos celulares particulados. El andlisis de las fracciones se realizo
por SDS-PAGE, utilizando revelado mediante zimograma y tincidn con azul de coomasie. El
zimograma permite detectar actividad lipolitica en las proteinas presentes, la cual es
evidenciada por la hidrélisis de derivados de 4-metil umbeliferona (MUF). Tanto en los
extractos celulares como en los restos celulares particulados se observd la presencia de dos
bandas con actividad sobre MUF-butirato, de aproximadamente 30 y 70 kDa (Figura 7a). Se
observa que la mayor actividad, debida a la proteina de 70 kDa, se encuentra en los restos
celulares, detectandose sélo una pequeiia cantidad en el extracto sin diluir. La proteina de 30
kDa, que se encuentra principalmente en el extracto celular en forma soluble, corresponde a
una lipasa presente en la cepa huésped E. coli 5K (Figura 7b). Se conoce que la cepa E. coli K12,
de la cual deriva la cepa E. coli 5K, tiene una lipasa con un peso molecular calculado de 32 kDa
(N2 de acceso BAA14305); esta lipasa podria corresponder a la proteina observada en el
zimograma.
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Figura 7: Extraccion de Lip 1.3 utilizando el Método 1 a) Extraccion a partir de E. coli 5K (o GEMT-Lip 1.3) b) Control
negativo (Extraccion a partir de la cepa huésped). Ex: extractos celulares; RC: restos celulares particulados; C+:
control positivo, Lip A de Pseudomonas sp. 42A2;173 PM: Escalera de peso molecular (se indican a la derecha de los
geles los PM de las proteinas de referencia en kDa)

La presencia de Lip 1.3 en los restos celulares indica la formaciéon de agregados o
cuerpos de inclusidon, lo que se ha sido observado previamente para otras enzimas de esta
subfamilia 21714314147 1 3 utilizacién de urea como agente caotrépico promueve la
solubilizacidn de los cuerpos de inclusidn. Se realizé una nueva extraccién de Lip I.3, agregando
distintas cantidades de urea como paso previo a la ruptura de las células mediante ultrasonido
(Metodologia - Método 2). Se determiné que una concentracion de 2 M de urea permitia
obtener la mayor parte de la actividad lipasa en los extractos celulares (Figura 8a). Sin
embargo, al realizarse la extraccidn en estas condiciones se observd que esta actividad se
debia a la lipasa de E. coli de 30 kDa y no a Lip 1.3 (Figura 8b). Sin embargo, se observé que
ambas lipasas son facilmente separables, debido a que existen condiciones en las cuales
mientras Lip 1.3 se agrega y precipita, la otra lipasa se mantiene en los extractos celulares
solubles. Este principio fue utilizado con anterioridad por Kojima y colaboradores'® para
purificar una lipasa de Pseudomonas fluorescens HU380 expresada en E. coli, la cual presenta
un 92 % de identidad con Lip 1.3. Se aplicé el método de Kojima con algunas modificaciones
(Metodologia - Método 3) a la extraccién de Lip I.3. Los restos celulares particulados se
sometieron a un tratamiento con buffer fosfato (50 mM, pH 7) conteniendo urea 8 My glicerol
al 5%. Las concentraciones altas de urea desnaturalizan la enzima, por lo que se debid realizar
posteriormente una etapa de dialisis para eliminar la urea y permitir el correcto replegado de
la lipasa'®®. Se observa que tras la extraccidn con urea y posterior didlisis la lipasa mantiene su
actividad (figura 8c, linea EK)
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Figura 8: Extraccion de proteinas de E. coli 5K (pGEMT-Lip 1.3) utilizando urea a) Extraccidn usando
distintas concentraciones de urea: actividad de las fracciones. Se indica en cada caso la concentracidn de urea
utilizada (1 M-8 M) b) Extraccién utilizando urea 2M c) Extraccion por el método de Kojima y purificacion por

intercambio idnico. Ex: extractos celulares; RC: restos celulares particulados; C-: control negativo (E. coli 5K); C+:
control positivo (Extraccién por el Método 1); EK: extracto crudo obtenido por el método de Kojima; PM: Escalera
de peso molecular (se indican a la derecha de los geles los PM de las proteinas de referencia en kDa)

Purificacion de Lip 1.3

La extraccion mediante el método de Kojima permite separar Lip 1.3 de la mayoria de
las proteinas presentes en la célula. En el extracto obtenido (figura 8c, EK), se observan unas
pocas proteinas acompanando a Lip I.3. Se estudiaron distintos métodos para lograr la
purificaciéon de Lip 1.3 a partir de este extracto. La purificacion pudo lograrse mediante
intercambio anidnico y cromatografia de afinidad, los cuales se describen a continuacion.

La mayoria de las lipasas de la subfamilia 1.3 presentan puntos isoeléctricos bajos, por
lo que la cromatografia de intercambio anidnico resulta un método de utilidad para su
purificacion,”’, 117123124 131 192193 £y o] 350 de Lip 1.3, el punto isoeléctrico calculado para esta
enzima es de 4,6, por lo que se aplicd esta técnica para su purificacidon. Se analizaron distintas

condiciones, las cuales se resumen en la tabla 1.

Tabla 1: Condiciones para la purificacidn de Lip 1.3 por intercambio idnico

Buffer de Buffer de Concentracién de
comienzo (A) elucién (B) Tritédn X-100® (%)
2 , Tris-HCl 20 mM 7 0
Tris-HCI 20 mM
3 +NaCl1 M 7 0'2
4 7 0,5
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La deteccidn de actividad se realizd mediante ensayos de hidrdlisis de MUF butirato en
papel y posterior analisis de las fracciones positivas en SDS-PAGE mediante zimograma y
tincidn con azul de Coomasie. En todas las condiciones utilizadas, una parte de la actividad
lipasa se observa en el percolado, lo que significa que no es retenida por la columna. En el caso
del buffer de pH 6, la actividad en esta fraccidon fue mayoritaria. Al utilizar los tampones sin
Tritdn se observa que cuando se llega a un porcentaje de buffer B del 20 % comienza a
detectarse nuevamente la actividad lipasa, la cual aparece repartida en un gran niumero de
fracciones, hasta un porcentaje de B de 55 %. Al utilizar los tampones con Tritdn las fracciones
con actividad disminuyen pero la actividad de estas fracciones aumenta, es decir que la enzima
se concentra en menos fracciones, por lo que estas condiciones son mas adecuadas para la
separacion.

En todos los casos, tanto en las fracciones iniciales como en las fracciones eluidas a
partir de un porcentaje de buffer B del 20%, la proteina mayoritaria es la que se observa en la
Figura 9, obteniéndose en algunos casos pura y en otras con minimas cantidades de proteinas
acompafiantes. La elucion de Lip 1.3 en la fracciones iniciales puede deberse a la formacion de
agregados de la lipasa que no se unen al soporte de la columna.
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Figura 9: Purificacién mediante intercambio iénico del extracto crudo producido mediante el método de Kojima.
Separacion por SDS-PAGE revelado mediante a) zimograma, b) tincidén con azul de coomasie. EK: extracto crudo
obtenido por el método de Kojima; F15-F21: Fracciones obtenidas en la purificacién por intercambio anidnico,
condicion 2; PM: Escalera de peso molecular (se indican a la derecha los PM de las proteinas en kDa)
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El soporte EP100, formado por un material microporoso de polipropileno, ha sido
utilizado en trabajos anteriores para la inmovilizacién de lipasas.'’”* Dado que Lip 1.3 presenta
afinidad por este soporte, al poner en contacto el extracto obtenido mediante el método de
Kojima con el EP100 se logra separar la lipasa Lip 1.3 de otras proteinas presentes. En la Figura
10 se muestra la disminucién en la actividad lipasa en el sobrenadante durante la
inmovilizacién de la lipasa Lip 1.3 tras la unién al soporte.
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Figura 10: Actividad lipasa en el sobrenadante durante la inmovilizacién de Lip 3.1 en el
soporte EP100. La disminucidn en la actividad es un reflejo de la adsorcion de la lipasa al soporte.

La elucidon de la lipasa se logréo mediante la utilizacién de buffer acetato 50 mM con
CaCl, 10 mM y Tritén X-100°® al 0,5 %, o agua con Tritédn X-100® al 0,5 %. En la Figura 11 Se
compara el extracto antes de la adsorcidon con la enzima recuperada tras la eluciéon usando
ambos métodos. Los porcentajes recuperados de actividad lipasa fueron bajos, entre un 5y el
6 %. Sin embargo, este método permite obtener la enzima Lip I.3 con un alto grado de pureza
en un solo paso y de forma muy sencilla. La optimizacion de este método mediante cargas

sucesivas, o variando el soporte y las condiciones de inmovilizacion podrian mejorar los
resultados obtenidos.

1 2 EK PM 1 2 EK PM

Figura 11: Purificacion de Lip 1.3 por afinidad mediante adsorcién al soporte EP100. 1) Enzima purificada usando
buffer acetato 50 mM con CaCl, 10 mM y Tritén X-100°® al 0,5 %; 2) Enzima purificada usando agua con
Tritén X-100° al 0,5 %; EK: extracto crudo obtenido por el método de Kojima; PM: Escalera de peso molecular
(se indican a la derecha los PM de las proteinas)
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Desarrollo de sistemas de expresion de Lip 1.3 en forma soluble
El método de purificacion de Lip 1.3 a partir de E. coli 5K (pGEMT-Lipl.3) utilizando el

método de Kojima'*

(Metodologia - Método 3) resulta eficiente para la purificacion de la
enzima, pero implica largos pasos de didlisis que consumen mucho tiempo y lo vuelven
tedioso. Ademads, no es adecuado para la realizaciéon de ensayos de alta eficiencia, necesarios
para el andlisis de mutantes con vista a la mejora de las propiedades cataliticas. Estos ensayos
involucran la determinacion simultdnea de actividad en numerosas muestras, y requieren de
sistemas de expresidn que permitan analizar la actividad en los sobrenadantes. Si bien la lipasa
Lip 1.3 no ha sido purificada a partir de la cepa original Pseudomonas sp. CR-611, la presencia
del motivo RTX indica que es probable que Lip 1.3 sea secretada al medio por un sistema de
secrecion del tipo | (SSTI). Para agilizar los procedimientos de produccién de Lip .3 y permitir la
realizacion de ensayos de alta eficiencia, nos planteamos el desarrollo de nuevos sistemas de
expresién que permitieran la obtencién de Lip 1.3 secretada al medio extracelular en forma
activa y soluble.

En trabajos anteriores se ha logrado la expresion de lipasas de la subfamilia 1.3 en
forma secretada y soluble utilizando sistemas de expresidon basados en la levadura Pichia
pastoris.”’ ***,**° 1%° Esta levadura es capaz de expresar y secretar altos niveles de proteinas
heterdlogas mediante la expresion regulada por el promotor AOX1, el cual es inducido por
metanol. Dado que la produccién de proteinas extracelulares propias de la levadura es baja,
resulta un sistema muy adecuado para la produccidn de proteinas recombinantes
secretadas.”™ Por estos motivos, nos planteamos el desarrollo de un sistema de expresion
para Lip I.3 basado en P. pastoris.

Se desarrolld6 un vector de expresion adecuado para P. pastoris mediante la
amplificacion del gen de Lip 1.3 a partir del plasmido pGEMT-Lipl.3 utilizando los primers Pr
Lipl.3 PP2 Fwd y Pr Lipl.3 PP2 Rev. El amplicdn obtenido fue digerido con la enzima Kpnl y
ligado al vector pPINKaHC digerido con Stul y Kpnl. De esta forma se obtuvo el vector
pPINKaHC-Lip 1.3, que se muestra en la figura 12.

PouT(o6ed)
Pu1(8728) Hin I (873)

AmpR ._‘ Alpha factor signal sequence

Factor alfa + Lip 1.3
P I(2107)

& 9745bp

e 1(6409)
Xba 1(6366)
®RP2™ \
Pul(5o8)
Hin dIII (5644) ADE?2
Xba 1(4505)

Figura 12: Esquema del vector recombinante pPINKaHC-Lip 1.3
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La transformacion de P. pastoris se logra mediante la integracién del plasmido en el
locus TRP2. Para lograr esto, los pldsmidos obtenidos fueron linearizados mediante digestion
con la enzima Spe | (el sitio de restriccion se muestra en la figura 12). El plasmido pPINKaHC,
digerido con la misma enzima, fue utilizado como control positivo en las transformaciones.

Se prepararon células competentes de las cuatro cepas de P. pastoris provistas en el kit
de Invitrogen PichiaPink™ Expression System. Estas cepas, denominadas PichiaPink™ cepas 1, 2,
3 y 4, presentan distintas caracteristicas en cuanto a la expresion de proteasas. La cepa 1 es la
cepa original, mientras que las cepas 2 y 3 presentan deleciones en dos proteasas distintas
(pep4 y prb1, respectivamente). La cepa 4 combina ambas deleciones."”

Se transformaron las cuatro cepas, obteniéndose transformantes de todas ellas. Las
cepas PichiaPink™ permiten la seleccion de aquellos clones que tienen mayor nimero de
inserciones del gen mediante su coloracién, por lo que se seleccionaron aquellos clones que
presentaron colonias blancas para su posterior andlisis.

Se analizd la presencia de Lipl.3 en los transformantes blancos de P. pastoris mediante
PCR segun lo descrito en Metodologia. No se observé amplificacién en ningln caso, ni siquiera
en los controles positivos, por lo que el ensayo quedd invalidado. Se analizaron numerosas
condiciones de amplificacidn, se incluyeron diversos controles y se cambiaron los reactivos con
el objetivo de dilucidar el problema, pero no fue posible solucionarlo. Los transformantes
obtenidos fueron analizados también en ensayos de produccién de proteinas tras induccion
con metanol. Sin embargo, no fue posible detectar la proteina ni en el sobrenadante ni en los
restos celulares. Si bien existen aiin muchas posibilidades por explorar para dilucidar las causas
de ese resultado negativo, se decidid buscar otro sistema de expresion que permitiera llegar al
mismo objetivo de otra manera.

La lipasa Lip I.3 posee una estructura susceptible de ser reconocida por los sistemas de
secrecion de tipo | (SSTI). Como se menciond anteriormente, es probable que en su cepa de
origen, Pseudomonas sp. CR-611, esta lipasa tenga una funcién como enzima secretada al
medio. La produccion de Lip 1.3 en un huésped que exprese un SSTI adecuado puede dar lugar
a la secrecién de esta lipasa al medio de cultivo, como se ha demostrado anteriormente para
otras enzimas de la misma subfamilia.’>**** En consecuencia, nos planteamos el desarrollo de
sistemas de expresion de Lip .3 basados en cepas de Pseudomonas que contaran con este
sistema de secrecion.

Se digirio el vector pGEMT-Lip I.3 con las enzimas Hind Il y Xba I. El fragmento de
1950 pb conteniendo el gen de Lip I.3 fue purificado y ligado al vector pBBR1MCS digerido con
las mismas enzimas, generando el vector pBBR1IMCS-Lip 1.3, cuyo inserto fue secuenciado para
corroborar la construccion (Figura 13). El pldsmido pBBR1MCS consiste en un vector
“lanzadera”, apto para la clonacién y expresién de construcciones genéticas tanto en E. coli
como en distintas cepas de Pseudomonas.
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T7 promoter

Xbal (1)

M13 forward20 primer
’ M13 pUC fwd primer
lacZa

ORF frame 2

pBBR1MCS-Lip 1.3
6600 bp

Lip 1.3 PP1 Fwd
HindlII (4666)
pBluescriptKS primer
T3 promoter

M13 reverse primer
lac promoter

M13 pUC rev primer
CAT/ICamR(v ariant)

ORF frame 2

Figura 13: Esquema del vector recombinante tipo “lanzadera” pBBR1MCS-Lip 1.3

Dado que el vector utilizado presenta el gen de resistencia a cloranfenicol, se debia
utilizar como huésped una cepa sensible a dicho antibidtico. Por este motivo se analizd la
sensibilidad a este antibidtico de las cepas Ps. putida KT2440, Ps. aeruginosa ATCC 15442,y
dos cepas sin numero de identificacién, una de Ps. fluorescens y una de Ps. putida,
pertenecientes a la coleccion de la Catedra de Microbiologia de la Facultad de Quimica
(Montevideo, Uruguay). Todas ellas resultaron resistentes al cloranfenicol a la concentracion
de 400 pg/mL, salvo la cepa Ps. putida KT2440. Al igual que esta ultima, las cepas
Pseudomonas sp. CR-611 y Ps. aeruginosa PAO1 AlipH son sensibles al cloranfenicol a la
concentracion de uso.'’® La cepa Ps. aeruginosa PAO1 AlipH presenta una insercién del
transposdn ISphoA/hah en el gen lipH, que codifica para una foldasa. Esta foldasa es necesaria
para el correcto plegamiento de sus principales lipasas, por lo que la actividad lipolitica de esta

177

cepa es practicamente inexistente.””’ Esto la hace un excelente huésped para la expresion de

lipasas exdégenas.

Se realizd la transformacidn de las cepas Pseudomonas sp. CR-611, Pseudomonas
putida KT2440 y Pseudomonas aeruginosa PAO1 AlipH con el plasmido pBBR1MCS-Lip I.3 para
obtener las cepas productoras de Lip I.3, y también con el pldsmido pBBR1MCS sin inserto,
para obtener cepas control. Con la cepa Pseudomonas putida KT2440 (pBBR1IMCS-Lip 1.3) no
fue posible observar actividad lipolitica. La cepa Pseudomonas sp. CR-611 presenta una alta
actividad lipolitica basal, por lo que no fue posible observar una diferencia entre los clones que
expresaban Lip 1.3 y el control negativo. La cepa mas adecuada para utilizarse como huésped
en la produccién de Lip 1.3 fue Pseudomonas aeruginosa PAO1 AlipH. Como se observa en la
figura 14a, en medio Agar tributirina conteniendo trioctanoilglicerol, la cepa Pseudomonas
aeruginosa PAO1 AlipH (pBBR1MCS-Lip |.3) produce un halo de hidrdlisis del triglicérido
alrededor de las colonias, mientras que la cepa Pseudomonas aeruginosa PAO1 AlipH
(pBBR1IMCS) no muestra dicha actividad.
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Actividad sobre MUF heptanoato
en el sobrenadante
100 -
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X
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Pseudomonas aeruginosa PAO1 AlipH Pseudomonas aeruginosa PAO1 AlipH 0
(pPBBR1MCS) (pBBRIMCS-Lip I.3) pBBR1MCS pBBR1MCS
Agar tribuitrina conteniendo trioctanoil glicerol Lipl3

Figura 14: a) La cepa Ps. aeruginosa PAO1 AlipH (pBBR1MCS-Lip 1.3) forma halos de hidrélisis en medio agar tributirina con
trioctanoil glicerol, a diferencia de la misma cepa con el plasmido pBBR1IMCS; b) Diferencia de actividad sobre MUF heptanoato
entre los sobrenadantes de la cepa Ps. aeruginosa PAO1 AlipH (pBBR1MCS-Lip 1.3) y la cepa control

La cepa con la lipasa y la cepa control fueron ademas crecidas en caldo LB durante 24
hrs y se analizé la actividad sobre MUF heptanoato en el sobrenadante del medio de cultivo de
ambas. Se comprobd una actividad hidrolitica 5 veces mayor en la cepa Ps. aeruginosa PAO1
AlipH (pBBR1MCS-Lip 1.3) que en la cepa control (Figura 14b). Por lo tanto, utilizando como
huésped la cepa Pseudomonas aeruginosa PAO1 AlipH, se desarrollé un sistema de expresion
de Lip I.3 que permite obtener la enzima en forma soluble, a partir del sobrenadante del medio
de cultivo. Este sistema permite disminuir notablemente el tiempo de produccién de la
enzima, facilitando enormemente la utilizaciéon de Lip 1.3 como biocatalizador, y permitiendo
su andlisis mediante métodos de cribado de alta eficiencia.
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Capitulo 2
Caracterizacion de Lip 1.3

Para poder establecer las propiedades cataliticas de Lip 1.3 y su utilidad en biocatdlisis,
se hace necesario un estudio mas profundo de esta enzima. Como primer paso se efectud un
analisis in silico de la secuencia de aminodacidos, el modelado de su estructura tridimensional y
el calculo tedrico de algunas propiedades. El desarrollo de los métodos de produccién y
purificacién de la lipasa Lip 1.3 descritos en el Capitulo 1 permitid obtener cantidades
suficientes de enzima con una pureza adecuada para el estudio de sus propiedades cataliticas.
Se realizé su caracterizacidén bioquimica utilizando sustratos modelo derivados de p-nitrofenol
(PNP) y 4-metil umbeliferona (MUF), determinandose las condiciones dptimas de reaccidon para
Lip 1.3.77

Analisis in silico de Lip 1.3

El andlisis de la secuencia del gen lip 1.3 revelé un porcentaje en contenido de GC de
62,7%, lo cual estd en concordancia con los resultados obtenidos para otras lipasas de la
misma subfamilia. Los promotores -10 y -35, junto con una regién de Shine-Dalgarno candnica
fueron identificados en la regidon 3’anterior al codén de comienzo, pero no fue posible
encontrar una sefial de terminacion dentro de la regién amplificada a partir de Pseudomonas
CR-611.""% En funcién de lo determinado mediante métodos computacionales, la secuencia
codifica para una proteina de 617 aminoacidos, con un peso molecular de 65 kDa y un punto
isoeléctrico calculado de 4,63. No hay residuos de cisteina en la proteina, por lo que se
descarta la presencia de enlaces disulfuro. Como en otras lipasas de la subfamilia 1.3, no se
encontré un péptido sefial en el extremo N-terminal."** En cambio, fue posible identificar una
secuencia sefial en el extremo C-terminal, formada por un pentapéptido hidrofébico VTLVG
(599-603) y el motivo DGIVIA (612-617), separados por 8 aminoacidos. Estos motivos se
encuentran conservados entre los miembros de la subfamilia 1.3, y estan relacionados con la
secrecion y la estabilidad de las enzimas.'>>**

El andlisis de la estructura secundaria de Lip 1.3 revel6 el plegamiento o/p tipico de las
lipasas, junto con una importante regién hidrofdbica, y la presencia del caracteristico codo
nucleofilico, constituido por el pentapéptido Gly-His-Ser-Leu-Gly, el cual contiene la serina
catalitica. Sorprendentemente se encontraron dos motivos similares conteniendo el
pentapéptido G-X-S-X-G caracteristico de las lipasas en las posiciones 152-156 (Gly-Asp-Ser-lle-
Gly) y 268-272 (Gly-Ala-Ser-Leu-Gly), lo cual es poco frecuente en las lipasas descritas y cuya
funcién por el momento se desconoce.

190 200 3 49 St 617

2
=

| Lipase superfanily | 5 C0G2931

Figura 15: Dominios conservados encontrados en Lip I.3. La regién COG2931 corresponde a un motivo de unién a
calcio conservado en peptidasas y toxinas RTX'>?
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Se comparé la secuencia de aminodcidos de Lip I.3 con las bases de datos de proteinas

78 Se encontré un dominio conservado dentro de la superfamilia

utilizando el programa BLAST
de las lipasas, que incluye el sitio activo. También se identificé una regién de unién a calcio,
conservado entre toxinas y enzimas que son secretadas por el sistema de secrecidn de tipo |
(toxinas RTX), el cual posee un papel en la secrecién de este tipo de proteinas*>>'”® (Figura 15).

En la tabla 2 se indican las secuencias mas cercanas encontradas en la base de datos.

Las secuencias con mayor porcentaje de identidad con Lip |.3 corresponden a proteinas
que no han sido caracterizadas. Una de ellas, proveniente del genoma secuenciado de
Ps. fluorescens Pf0-1,"* ha sido clasificada como lipasa en base a homologia de secuencia. La
lipasa lipB52 de Pseudomonas fluorescens B52, clonada y caracterizada por lJiang y
colaboradores,™! que presenta buena estabilidad al pH y la temperatura, tiene también un 97
% de identidad con Lip I.3. La lipasa PML de Pseudomonas sp. MIS38, cuya estructura cristalina

133

ha sido determinada tanto en forma cerrada’®® como abierta,**® presenta un 93 % de identidad

con Lip 1.3. Esto permitié realizar un modelo tridimensional de Lip 1.3 utilizando el programa

[ 181-184

Swiss-Mode El resultado tanto para la estructura cerrada como la abierta se muestra en

la figura 16.

Tabla 2: Proteinas que presentan mayor homologia con Lip I.3 (NP: no publicado)

Nombre de la

% ident. Microorganismo e N2 de acceso
Protef .
98 pseudomonas sp. GM25 roteinadeuniona | 5 ce787 1 185
calcio (putativa).
97 Pseudomonas JZ“‘" escens PfO- Lipasa, clase 3 YP_348417.1 180
97 Pseudomonas fluorescens Lipasa LipB52 AAT48728.1 121
96 Pseudomonas fluorescens Lipasa LipB41 AAU25837.1 NP
Protel .
94 Pseudomonas sp. GM30 roteinadeuniona | 5 4oces3101 185
calcio (putativa).
93 Acinetobacter sp. MBDD-4 Lipasa BDZP5 ABI48028 NP
93 Pseudomonas sp. MIS38 Lipasa PML 2Z8X_A 131,133,138
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Figura 16: Modelos tridimensionales de las estructuras cerrada (a) y abierta (b) de Lip I.3. Los modelos se
construyeron por comparacion con la lipasa PML de Pseudomonas sp. MIS38, estructuras cerrada (2z8x) y
abierta(2zvd) respectivamente. Naranja: dominio N-terminal; verde: dominio C-terminal; violeta: Lid 1; rosado: Lid
2. En tonos de azul se muestran los aminoacidos del sitio activo 5207, D>* y H31° y como esferas celestes los atomos
de calcio

De acuerdo al modelo tridimensional obtenido y su homologia con las estructuras
reportadas previamente de PML y SML de S. marcescens,"”>"* |a triada catalitica consiste en
los aminoacidos Ser’”’, Asp”*® e His*", por lo que de momento se descarta la participacion de
Ser™*y Ser?”° en la catélisis. Al igual que en PMLy SML, el dominio catalitico se encuentra en la
region N-terminal, mientras que la regiéon C-terminal corresponde a una estructura B-roll
sandwich bien definida formada por varias hojas B-antiparalelas que actian como sitios de
unién a calcio (figura 17)."* En la regién C-terminal de Lip .3 es posible encontrar 13
repeticiones de la secuencia GGXGXDXUX, los cuales son responsables de la formacidn de
dicha estructura. Sin embargo, el modelo muestra que sélo siete dtomos de calcio se
conservan en Lip 1.3, tanto en la estructura abierta como en la cerrada. En el caso de PML, la
estructura contiene 10 atomos de calcio, los cuales aumentan a 11 en la estructura abierta,
debido a la incorporacion de calcio en el sitio Cal para el anclaje del lid.En el caso de SML se
dispone sdlo de la estructura abierta, la cual contiene 8 datomos de calcio, pero sélo 5
coinciden con los encontrados en Lip 1.3.
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En Lip 1.3 se encuentran presentes tanto el Lid 1 como el Lid 2, este ultimo

caracteristico de la subfamilia 1.3."’

Es posible localizar también los residuos Asp*>?, Asp™*’,
Ser**y GIn'®, responsables de la unién del i6n calcio Cal que funciona como punto de anclaje
del Lid 1. >*** Sin embargo en el modelo tridimensional realizado este calcio no se encuentra
presente (Figura 18). La Unica diferencia en el sitio de anclaje de Cal entre PMLy Lip 1.3 es el

118 18 Sj bien estos aminoacidos son muy

residuo Thr =", que se encuentra sustituido por Ser
similares y podrian cumplir la misma funcién en el anclaje del Cal, la construccién del modelo
tridimensional de PML T118S demostrd que ese Unico cambio es suficiente para que se pierda
el Cal en el modelo. Sin embargo, debe tenerse en cuenta que en los estudios de dindmica

molecular realizados sobre PML**®

no fue posible establecer el mecanismo de anclaje del Cal,
dado que las simulaciones siempre concluian con la exclusién de dicho dtomo de calcio; por lo
tanto existe la posibilidad de que la ausencia de calcio en el modelo sea un artefacto del

método de modelado.

Los sitios de unién de Ca2 y Ca3 también estan conservados entre PML, SML y Lip 1.3.
Sin embargo, Ca3 tampoco aparece en el modelo de Lip I.3.

Figura 17: Modelos tridimensionales de las estructuras cerrada (a) y abierta (b) de Lip 1.3 mostrando el dominio
C-terminal en B-roll sandwich. Los modelos se construyeron por comparacién con la lipasa PML de Pseudomonas sp.
MIS38, estructuras cerrada (2z8x) y abierta (2zvd), respectivamente. Naranja: dominio N-terminal; verde: dominio
C-terminal; violeta: Lid 1; rosado: Lid 2. En tonos de azul se muestran los aminoacidos del sitio activo 5207, p>* y H310

y como esferas celestes los dtomos de calcio
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Figura 18: Sitio de unién a Cal en a) PML b) Lip I.3. Se muestra la ausencia de Cal en el modelo de Lip I.3. Naranja:

dominio N-terminal; violeta: Lid 1. Para los aminoacidos que unen Cal los colores indican los distintos elementos. C:

verde en a)Thr118 b) Ser 118; cian en el resto; O: rojo, N: azul El &tomo de calcio en a) se muestra como una esfera
de puntos para facilitar la visualizacion.
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Caracterizacion bioquimica

Con el objetivo de estudiar las propiedades del la lipasa Lip 1.3 como catalizador y
determinar las condiciones dptimas de reaccidn, se llevé a cabo la caracterizacidon de la
enzima. Los ensayos de actividad se basaron en la hidrdlisis de sustratos modelo derivados de
p-nitrofenol (pNP)'***¥° y de 4-metil umbeliferona (MUF),"*%° |os cuales permiten una rapida
cuantificacion de la actividad hidrolitica. Las condiciones para los ensayos con derivados de
MUF utilizando placas de microtitulacidon fueron optimizadas en el inicio de este trabajo de

tesis.

Se estudid la especificidad de sustrato de Lip I.3 tanto para los sustratos derivados de
pNP como para los sustratos derivados de MUF. Los resultados obtenidos se indican a

continuacion.

0]
100 7 pN PJL@’
n
=%
T 50 - PNP butirato 2 4
o pPNP valerato 3 5
.; 40 | PNP caprilato 6 8
&’ pNP caprato 8 10
20 pPNP laurato 10 12
I PNP palmitato 14 16
0 i [ | i : : . PNP estearato 16 18
C4 C5 C8 Cc10 €12 C16 C18
Sustrato (pNP)

Figura 19: Porcentaje de actividad de Lip 1.3 en funcién del sustrato para los derivados de pNP. EI 100 %
corresponde al sustrato para el cual Lip I.3 presenta maxima actividad. En la grafica los derivados se indican por el

numero de atomos de C.

Se observa que la maxima actividad se presenta cuando el sustrato es el pNP-caprato,
manteniéndose un 70 % de la actividad para el pNP-laurato y un 80 % de la actividad para el
pNP-caprilato (Figura 19). Esto indica que esta lipasa presenta preferencia por sustratos de

cadena media.
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En el caso de los derivados de MUF, entre los sustratos analizados la lipasa Lip 1.3
muestra preferencia por el MUF-heptanoato, también de cadena media (Figura 20). De
acuerdo con los resultados obtenidos con los derivados de pNP, la actividad de la enzima
podria tener su maximo sobre sustratos con largos de cadena un poco mayores que el
heptanoato, pero dado que se dispone de un espectro mas reducido de sustratos derivados de
MUF que en el caso de los derivados de pNP, no fue posible ensayar la actividad sobre
sustratos con largos de cadena entre 8 y 12. La actividad sobre MUF-estearato (C18) y MUF-
oleato (C18:1A9) es menor que sobre los derivados de MUF de cadena mds corta.

100 -
g o) Nombre | n N°C
g 80 - MUFM MUF butirato 2 4
g 60 | n MUF heptanoato 5 7
= MUF estearato 16 18
- -
2 40 0
20 1 Jj\/\/\/\/—\/\/\/\/
B
0 T T T
. Nombre | NeC
c4 C7 C18 C18149 MUF oleato 18:1A9

Sustrato (MUF)

Figura 20: Porcentaje de actividad de Lip I.3 en funcidn del sustrato para los derivados de MUF. EI 100 %
corresponde al sustrato para el cual Lip |.3 presenta maxima actividad. En la gréfica los derivados de MUF se indican
por el nimero de atomos de C.

De los resultados obtenidos con ambos tipos de sustrato se puede concluir que Lip I.3
presenta preferencia por sustratos de cadena media, lo que se encuentra en concordancia con
los resultados reportados para otras lipasas de la misma subfamilia. /12413113519 Tenjendo en
cuenta esto, los ensayos de actividad posteriores se realizaron utilizando los sustratos sobre
los cuales la enzima presentd mayor actividad, es decir pNP caprato y MUF- heptanoato.

Pagina |36



Se determiné el pH Ooptimo para la actividad de la enzima mediante

espectrofluorimetria, utilizando como sustrato MUF heptanoato. Los resultados obtenidos se
muestran en la Figura 21.

140
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40
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Figura 21: Actividad de Lip 1.3 en funcién del pH. El 100 % corresponde al punto de maxima actividad.

Se observa que el pH dptimo para la actividad de esta lipasa se encuentra a pH 5,5. Las
lipasas de la subfamilia 1.3 reportadas con anterioridad a este trabajo presentaron pH éptimos
entre 7y 9,"® por lo que Lip 1.3 de Pseudomonas CR-611 constituye la primera lipasa acidéfila
reportada perteneciente a esta subfamilia. A partir de estos resultados se decidid utilizar
buffer acetato pH 5,5 para mantener el pH en el medio de reaccién.

Se determind la temperatura dptima de la enzima por espectrofluorimetria, utilizando
MUF heptanoato como sustrato modelo. Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 22.
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Figura 22: Porcentaje de actividad de Lip 1.3 en funcién de la temperatura.
El 100 % corresponde al punto de maxima actividad.
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Se observa que la lipasa Lip |.3 tiene una temperatura éptima de 30 2C, con buena
actividad entre 20 y 40 2C. A 50 2C su actividad cae por debajo de 20 %. Se realizaron también
ensayos con derivados de pNP, obteniéndose la misma temperatura doptima (datos no
mostrados). Si bien muchas lipasas de la subfamilia .3 presentan temperaturas dptimas un
poco mayores, entre 40 y 55 oC, el origen de las lipasas parece condicionar esta caracteristica.
Las lipasas reportadas previamente que provienen de metagenomas de suelos presentan

oC.71B% | 3 cepa Pseudomonas sp. CR-611 fue aislada de un

temperaturas dptimas de 30
suelo de bosque subtropical y su temperatura éptima de crecimiento es de 30 2C,'”* por lo que
el resultado obtenido para Lip 1.3 estd también relacionado con su origen y es esperable. En

vista de los resultados obtenidos, los ensayos posteriores se realizaron a 30 2C.

Se ha descrito previamente que las lipasas de la familia 1.3 requieren la presencia de

dl2813LIB5  por este motivo se estudid la influencia de la

i6n calcio para su activida
concentracién de calcio en la actividad de Lip I.3. Los resultados obtenidos para la hidrdlisis de
pNP-caprato en presencia de calcio en concentraciones entre 0 y 40 mM se muestran en la

Figura 23.

En ausencia de calcio la enzima Lip 1.3 es practicamente inactiva sobre pNP-caprato.
Sin embargo, al agregar calcio a una concentracion de 1 mM la actividad de la enzima se
multiplica por un factor de 38. A medida que se incrementa la concentracién de este i6n la
actividad continda aumentando hasta alcanzar un nivel de 20 mM, donde llega a su maximo,
con una actividad 67 veces mayor a la obtenida en ausencia de calcio. Como se indicd
anteriormente, este efecto de la concentracion de calcio ha sido sefialado en trabajos

a nteriores.128’131’133'145

Para SML y PML, se determind que la influencia de la concentracién de
calcio en la actividad viene dada por la necesidad de fijar el Lid 1 mediante el ion calcio
coordinado en la posicién Cal.'”>*** El modelado molecular de Lip 1.3 indica que es probable
gue ese sitio de unidén a calcio se encuentre también en esta enzima; la evidencia experimental

obtenida apoya esta hipdtesis.

En consecuencia, se decidiod utilizar para los ensayos posteriores una concentracion de
calcio de 10 mM, concentracion a la cual la enzima presenta una actividad 60 veces superior a
la obtenida en ausencia de este ion.
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Figura 23: Actividad de Lip 1.3 en funcién de la concentracién de Ca*™".
Se indica la actividad relativa respecto a la obtenida en ausencia de Ca*".

Se determinaron los parametros cinéticos de la hidrdlisis de MUF-heptanoato
catalizada por Lip 1.3, llevada a cabo en las condiciones dptimas de temperatura y pH, y en
presencia de calcio 10 mM. En la Figura 24 se observa la relacién entre la velocidad inicial y la
concentracién de sustrato. La enzima Lip 1.3 presenta una cinética tipo Michaelis-Menten, sin
evidencia de activacidn interfacial en las condiciones utilizadas para el analisis.

El modelo de la estructura tridimensional de Lip 1.3 muestra que en esta enzima se
encuentran presentes tanto el Lid 1 como el Lid 2, este ultimo caracteristico de lipasas de la
subfamilia I.3. Sin embargo los resultados experimentales evidencian la ausencia de activacion
interfacial. Es posible que aunque los elementos estructurales estén presentes, no se requiera
la formacion de micelas del sustrato para que se produzca su apertura. Si bien la presencia de
Tritdon X-100® en el buffer de reaccion podria estar influyendo en los resultados, se ha
comprobado que en las condiciones de trabajo es posible observar la presencia de activacion

173 detectaron activacién interfacial en una lipasa de

interfacial, dado que Bofill y colaboradores
Pseudomonas sp. 42A2 utilizando la misma técnica. La lipasa PML de Pseudomonas sp. MIS38,
cuya secuencia de aminoacidos es muy similar a Lip 1.3, ha demostrado tener activiacion
interfacial, mientras que la lipasa SML de Serratia marcescens, también muy cercana
filogenéticamente, no la presenta. Se requiere de un estudio mas detallado de las causas
estructurales de la presencia o ausencia de activacion interfacial para determinar con certeza

las razones para estas diferencias.
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Figura 24: Velocidad inicial en funcién de la concentracién de sustrato.

Utilizando estos valores se realizé el diagrama de Lineweaver-Burk (Figura 25), a partir
del cual se obtuvo un valor de V,,,,aparente de 2,48 + 0,75 x 10° U-mg'1 y una K, aparente de

382 + 47 u mol-I"}, constantes cinéticas cercanas a las descritas para otras lipasas con actividad

191-192

sobre sustratos de similares caracteristicas. El valor de Kcat para Lipl.3es8,0+2,4 min™.
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Figura 25: Diagrama de Lineweaver-Burk para Lip I.3
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Se realizé un estudio de la influencia de distintas sustancias sobre la actividad de la
lipasa Lip 1.3 purificada. Las sustancias utilizadas fueron el agente caotrépico urea, los
tensoactivos Tritdon X-100® y dodecil sulfato de sodio (SDS, sodium dodecy! sulfate), y el
inhibidor de serina hidrolasas fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF, phenylmethylsulfonyl
fluoride). También se analizé el efecto de la presencia de diversos iones y sales minerales,
agentes frecuentemente utilizados en la industria o que podrian encontrarse en las aguas de
los tratamientos. Todos los ensayos se realizaron valorando la actividad de la enzima por
espectrofluorimetria en las condiciones dptimas de reaccidn, y en cada caso se incluyé en el
medio de reaccion el compuesto a estudiar. A continuacidon se muestran los resultados para los
distintos compuestos.
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Figura 26: Porcentaje de actividad de Lip I.3 en funcidn de la concentracién de urea.
El 100 % corresponde a la actividad de la enzima en ausencia de urea.

La presencia de urea no resulté favorable para la actividad de la enzima Lip |.3 (Figura
26). Concentraciones de urea de 1 M producen una disminucién del 60 % en su actividad, y
concentraciones mayores a 2 M la inhiben por completo. Durante la preparacién del extracto
crudo mediante el Método 2 descrito en Metodologia, la enzima es expuesta a una
concentracién de urea de 8M, que luego es eliminada mediante dialisis. Después de este
procedimiento la actividad enzimatica es restaurada, por lo que se concluye que la inhibicion
es reversible y que es fundamental un adecuado tratamiento mediante didlisis para la
recuperacion del 100% de la actividad. Esto también es asi para otras lipasas de la subfamilia
1.3 que han sido purificadas a partir de cuerpos de inclusion.*®!7143146-147
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Figura 27: Actividad de la lipasa Lip I.3 en funcidn de la concentracién de Tritén X-100®
El 100 % corresponde a la actividad de la enzima en ausencia de Tritén X-100°.

Se observa que la presencia de Tritdn X-100® a concentraciones menores a 1 %
aumenta la actividad de la enzima (Figura 27). Sin embargo, a concentraciones mayores el
efecto es el contrario, disminuyendo la actividad. Esto ha sido observado para otras lipasas,**
%% v se ha atribuido a que el detergente ayuda a estabilizar la conformacién en la cual la lipasa
se encuentra abierta y por lo tanto es activa.'® Al sobrepasar cierta concentracién el
detergente comienza a desestabilizar la estructura terciaria de la lipasa, por lo que la actividad
disminuye. Helistd y colaboradores obtienen el maximo de actividad a 0.015 % de Tritén X-
100°, lo que se corresponden con la concentracién micelar critica (CMC) de este tensoactivo.
Sin embargo otros autores han encontrado para otros tensoactivos no idénicos que el maximo
de actividad se obtiene muy por debajo de la CMC.'* Segin los resultados mostrados
anteriormente (ver Parametros cinéticos), no se ha podido demostrar activacién interfacial
para Lip I.3, por lo que no seria de esperar que la apertura del Lid 1 estuviera involucrada.
Ademas, en este caso, el maximo de actividad se encuentra cercano a 0.5 %, muy por encima
de la CMC, lo que indica que no existe una relacién directa entre el aumento en la actividad y
la formacidn de micelas.

Se ha reportado también que el Triton X-100® evita la formacion de agregados de
lipasas.®* Durante las etapas de purificacién de Lip 1.3 se constatd que esta enzima tiene
tendencia a formar agregados, observandose turbidez en las muestras y precipitados al

centrifugar, como ocurre con muchas lipasas descritas.”’>*

Por lo tanto la acciéon activadora
del Tritdn X-100°® a baja concentracion puede deberse también a que este tensoactivo evite la
agregacion de la lipasa Lip 1.3, manteniéndola en su estado activo. Esto se ve apoyado por el
hecho de que el Tritdn X-100® a concentraciones de 0,2 % y 0,5 % evita la agregacién y la
pérdida de actividad durante el almacenamiento a largo plazo de Lip 1.3 (ver Estudios de
estabilidad de Lip 1.3). Ademas, el Tritdn X-100® contribuye a mantener una emulsiéon mas
homogénea de los sustratos lipidicos,™ lo que también puede contribuir favorablemente a la

actividad lipolitica.
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Figura 28: Actividad de Lip 1.3 en funcidn de la concentracion de SDS
El 100 % corresponde a la actividad de la enzima en ausencia de SDS

El SDS también inhibe la actividad de Lip |3, incluso a concentraciones bajas
(Figura 28). Esto se observé también para la lipasa de Ps. fluorescens SIK W1, aunque para la
lipasa de S. marcescens Srd1 8000 el efecto fue el contrario, observandose un aumento en la
actividad."* Al igual que en el caso de la urea, los datos experimentales comprueban que esta
inhibicidn es reversible, dado que en los zimogramas realizados sobre geles de SDS-PAGE es
posible detectar la actividad de esta lipasa una vez que se ha eliminado el SDS con los lavados.
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Figura 29: Actividad de Lip 1.3 en funcion de la concentraciéon de PMSF.
IF: incremento de fluorescencia
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La lipasa Lip 1.3 posee serina como aminodcido catalitico y es por lo tanto esperable
que sea inhibida por PMSF como la mayoria de las serina hidrolasas. Sin embargo, los
resultados experimentales muestran que el PMSF no influye en la actividad de esta lipasa,
manteniéndose en el 100 % incluso a concentraciones de PMSF de 5 mM (Figura 29). La falta
de inhibicidn se ha observado previamente en otras serina hidrolasas,” 2% incluyendo la lipasa
de Ps. fluorescens SIK W1 y la lipasa de S. marcescens Sr41 8000.** Se ha postulado que esto
puede deberse a factores estructurales, que no permiten que el PMSF ingrese al sitio activo.
117198200 Tanto Lip 1.3 como la lipasas de Ps. fluorescens SIK W1 y la lipasa de S. marcescens
Sr41 8000 actuan preferentemente sobre sustratos de cadena media, lo que indica una
restriccion en el tamafo de los sustratos que ingresan al sitio activo. Por lo tanto, es posible
que haya factores estéricos que impidan la entrada del PMSF al mismo, evitando la inhibicidn
por este compuesto.

Se realizé un estudio de la influencia de diversas sales minerales sobre la actividad de
Lip 1.3, incluyendo sales metdlicas y sales de amonio. Los resultados obtenidos se muestran en
la figura 30.
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Figura 30: Efecto de la presencia de diversos compuestos sobre la actividad de Lip I.3.
El 100 % corresponde a la actividad de la enzima en ausencia de las sales indicadas

Entre los compuestos ensayados muchos no influyen en la actividad de la enzima a
1 mM, aunque al aumentar la concentracién a 10 mM también aumenta la inhibicién. LiCl,
NaCl, NH4Cl, (NH,),S04, MgCl,, y CsCl practicamente no influyen en ninguna de las dos
concentraciones. KCl y BaCl, no influyen a 1 mM, pero disminuyen la actividad por debajo de
80 % a concentraciones de 10 mM. La presencia de FeCl, 1mM inhibe casi completamente a
Lip 1.3, y su actividad disminuye hasta el 20 % en presencia de CuSO4 1 mM. Fe(ll) y Cu(ll) han
mostrado inhibir también la actividad de las lipasas de S. marcescens Sr41 8000 y de Ps.
fluorescens HU380.*® Zinc, mercurio y cadmio también son inhibidores de la enzima, aunque
menos drasticos. Niquel, manganeso y cobalto producen una accidn negativa sobre la actividad
aun mas moderada. Otras lipasas de la subfamilia 1.3 son activadas por los iones divalentes

117,124,134

magnesio y manganeso, pero no fue posible observar activacién con ninguna de las

sales ensayadas para Lip I.3.
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Se realizaron dos tipos de estudios de estabilidad frente a diferentes temperaturas de
incubacién o de almacenamiento. Por una parte se analizé la resistencia a la temperatura
mediante la determinacién de la actividad residual tras una pre-incubacién de 1 hora a
distintas temperaturas. En segundo lugar se analizd6 también la estabilidad de la enzima
durante el almacenamiento a largo plazo a tres temperaturas diferentes. Ambos ensayos se
realizaron por espectrofluorimetria, sobre MUF-heptanoato.

Ensayos de resistencia a la temperatura

La resistencia de Lip I.3 a la temperatura se determiné por medio de ensayos en los
cuales se pre-incubd el Mix de enzima (ver Metodologia) conteniendo la lipasa, por 1 hora a las
distintas temperaturas indicadas. Luego se realizé el ensayo de actividad en la forma usual.
Para determinar el 100 % de actividad se midié la actividad de la enzima en el momento de
comenzar la pre-incubacién.
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Figura 31: Actividad en funcion de la temperatura de pre-incubacién. EI 100 %
corresponde a la actividad de la enzima antes de la pre-incubacion.

Se observa en la Figura 31 que la enzima presenta el 60% de su actividad inicial tras
una incubacion de 1 hora a 30 9C, por lo que la actividad de la enzima disminuye en un 40 %
durante el tiempo de los ensayos. A 50 2C aun se mantiene un 40 % de la actividad, que
disminuye prdacticamente a 0 cuando la temperatura de preincubacion es de 60 °C,
probablemente por desnaturalizacion de la enzima. Debe sefialarse que estos ensayos fueron
realizados en ausencia de Tritdon X-100®. Como se comprobd anteriormente y como se vera en
la préxima seccidn, este compuesto influye notoriamente en la actividad de Lip 1.3, por lo que
se deberian repetir estos ensayos en presencia de Triton X-100°.
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Ensayos a largo plazo

Se analizé la resistencia en el almacenamiento a largo plazo de Lip I.3. Estos ensayos
fueron realizados a tres temperaturas, -20 2C, 4 2C y temperatura ambiente (aprox. 25 2C).
Como buffer para el almacenamiento de la enzima se utilizé Tris-HCI 20 mM pH 7, tanto en
ausencia como en presencia de Tritén X-100® al 0,2 % y al 0,5 %. En la Figura 32 se muestran
los resultados obtenidos.
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Figura 32: Estabilidad de Lip I.3 frente al almacenamiento a largo plazo. EI 100 % corresponde a la actividad del
dia 0. Sin triton X-100®: La enzima se almacend en buffer Tris 20 mM pH 7; Con tritén X-100®: La enzima se
almacend en buffer Tris 20 MM pH 7 con Tritén X-100® a dos concentraciones, 0,2y 0,5 %.

Se observa que en ausencia de Tritdon X-100® la lipasa Lip I.3 pierde actividad durante
el almacenamiento a las tres temperaturas ensayadas. En cambio al agregar Tritdn X-100®, a 4
2C y a -20 °C la actividad se mantiene cerca del 100 %. Esto puede ser consecuencia de que la
pérdida de actividad a estas temperaturas se deba a la formacidon de agregados, que se ve
favorecida a temperaturas bajas y que puede evitarse al afadir un tensoactivo como el Tritén
X-1009.'* La pérdida de actividad a temperatura ambiente podria deberse a otras causas
como el deterioro de la enzima por accidon de proteasas, que no son evitadas por la presencia
de Tritdn X-100%®, observandose incluso un aumento significativo en la pérdida de actividad al
aumentar la concentracion de Tritén X-100® de 0,2 a 0,5 %. A los 22 dias se observa que la
actividad de la enzima almacenada con Tritdn X-100® 0,5 % disminuye mds que cuando la
enzima es almacenada con 0,2 % de Tritdn X-100®. Sin embargo, las diferencias encontradas
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no son significativas, por lo que podrian usarse cualquiera de las dos concentraciones de Tritén
X-100®. En consecuencia, se decidié utilizar buffer Tris 20 mM con Tritén 0,2 % para el
almacenamiento de Lip 1.3 a temperaturas inferiores a 20 2C. Se deberan realizar ensayos a
tiempos mayores para determinar si hay diferencias entre el almacenamiento a -202Cy a 4 2C.
En el margen de tiempo analizado, al utilizar Tritén X-100® a una concentracién de 0,2 % Lip |.3
presenta buena estabilidad a -202Cy a 4 °C.

Se analizdé también la resistencia al pH de Lip 1.3 mediante la determinacion de la
actividad residual tras una pre-incubacion de 1 hora con buffer ATB con distintos valores de pH
y a temperatura ambiente. El ensayo se realizd por espectrofluorimetria, utilizando como
sustrato MUF-heptanoato.

En la Figura 33 se observa que Lip I.3 no resiste bien los valores de pH muy 4cidos,
perdiendo mas del 80 % de su actividad tras una incubacién de 1 hora a pH 4 o menor. Sin
embargo muestra buena resistencia a los valores de pH de 5 o mayores, manteniendo el 80 %
de su actividad después de 1 hora de incubacién en estas condiciones. Estos resultados son
similares a los obtenidos por lJiang y colaboradores para la lipasa lipJ02 proveniente de
metagenomas.”’ La lipasa lipJ03 reportada en el mismo trabajo vy la lipasa de Ps. fluorescens
B52 reportada por el mismo grupo'** presentan también buena resistencia a valores de pH
entre 5y 10, pero su actividad residual es menor (65%). Por el contrario, otras lipasas de la
subfamilia 1.3 presentan resistencia a rangos de pH mas restringidos.*>**/124127:13414>

Debe sefialarse ademds que es posible que la disminucidn de actividad observada para
Lip 1.3 a pH mayores de 5 se deba a la temperatura y no al pH. Los resultados mostrados
anteriormente en Ensayos de resistencia a la temperatura indican una pérdida de actividad
tras incubar 1 hora a temperatura ambiente. Los resultados obtenidos para pH y temperatura
se realizaron en distintas condiciones, por lo que resulta dificil compararlos. Deberan realizarse
ensayos de estabilidad combinando distintas condiciones de pH y temperatura para
determinar de qué forma influye cada factor en la pérdida de actividad.
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Figura 33: Actividad en funcion del pH de pre-incubacién durante 1 hora. El 100 % corresponde a la actividad
de la enzima antes de la pre-incubacion.
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Capitulo 3
Busqueda de nuevas lipasas mediante genotecas

Las lipasas disponibles actualmente han permitido numerosos avances en el campo de
la biocatalisis y la biotecnologia. Sin embargo, existen ain muchos procesos para los que no se
cuenta con lipasas adecuadas. La biodiversidad existente en nuestro planeta posee un enorme
potencial como fuente de biocatalizadores novedosos, pero muchos de los organismos
presentes en el ambiente no pueden ser cultivados. La exploracion de metagenomas nos
permite acceder a parte de la biodiversidad no cultivable y nos brinda la oportunidad de
descubrir enzimas con actividad novedosa.””*?

Con el objetivo de explorar la biodiversidad presente en nuestro pais, en este trabajo
se planted la busqueda de nuevas lipasas en los metagenomas de dos ambientes diferentes. Se
eligié un ambiente afectado por la contaminacién, cuya comunidad microbiana estd altamente
influenciada por los desechos resultantes de la actividad humana, y otro libre de
contaminacién. Para la deteccion de lipasas, se cuenta con un método en placa que permite
evidenciar actividad hidrolitica sobre triglicéridos, lo que permitioé realizar un andlisis funcional
de la genoteca metagendmica construida.

Extraccion y purificacion de ADN

Se recolectaron muestras de lodo de dos ambientes acudticos: un ambiente
contaminado (L1, playa de la Bahia de Montevideo adyacente a la refineria de ANCAP en La
Teja) y un ambiente libre de contaminacion (L2, lago de reserva de agua de OSE del arroyo
Caneldén Grande), seglin se muestra en la figura 34. Las muestras se guardaron a -20 2C hasta
su procesamiento.

Florida

- o
Capelones

L/
‘Montevideo

Lago Reserva OSE
Canelén Grande

Figura 34: Sitios de recoleccién de muestras para extraccion de ADN metagendmico. En b se pueden ver los dos
sitios. a y c) detalle de la zona en donde se tomd la muestra de ambiente contaminado (L1); d) detalle de la zona
donde se tomé la muestra de ambiente libre de contaminacién (L2).
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Para la extraccién de ADN metagendmico se realizé un procedimiento basado en el

201 Este método implica la lisis de las células utilizando

descrito por Uchiyama y Watanabe.
lisozyma vy el tensoactivo CTAB (bromuro de hexadeciltrimetilamonio), e incluye un paso de
purificacién mediante extraccion con fenol. En el mencionado paso de purificaciéon surgieron
dificultades para separar las fases en la extraccidn con fenol, lo que produjo pérdida de parte
del ADN de la muestra. Por este motivo se debieron realizar modificaciones a la misma,
cambiando la extraccion con fenol por una extraccion con fenol:cloroformo:alcohol isoamilico
(25:24:1), y realizando la segunda extraccién con cloroformo:alcohol isoamilico (24:1).
Mediante este procedimiento modificado fue posible obtener ADN de calidad adecuada, con
un tamafio promedio superior a los 15 Kpb. Para la construccién de la genoteca, es necesario
digerir el ADN metagendmico obtenido. Se selecciond para ello la enzima BfuC | (isozima de
Sau3A 1), de corte frecuente, lo que permite obtener una mayor diversidad en los fragmentos,
comparado con enzimas de corte menos frecuente. Para evitar la degradacidon escasa o
excesiva del ADN, es necesario optimizar previamente las condiciones para la digestion, por lo
gue se realizaron ensayos a pequena escala utilizando distintas concentraciones de enzima
para un mismo tiempo de digestion. Sin embargo, en todo el rango de concentraciones de
enzima estudiado (de 8 a 40 muU/uL), se encontrdé una fuerte inhibicion de la actividad
enzimatica (figura 35a). La presencia de compuestos que inhiben la digestion se confirmd
mediante el ensayo de actividad de BfuC | frente al plasmido purificado pET22b(+) en presencia
y ausencia de la muestra de ADN metagendmico (figura 35b).

Para lograr eliminar los compuestos contaminantes que producian inhibicion de la
digestion se analizaron tres métodos distintos de purificacién del ADN metagendmico, los que
se describen en la tabla 3.

Conc. de enzima (mU/pL)

8 12 18 27 40 1 2 3
L
mimy -
o 5 B |
azy y ' b

Figura 35: Evidencia de la presencia de inhibidores de la digestion en las muestras de ADN metagendmico. a)
Digestion de ADN metagendmico con distintas concentraciones de BfuC I; b) Controles de la digestidn. 1: pET22b+
digerido con BfuC I; 2: digestion de pET22b+ con BfuC | en presencia de ADN metagendmico; 3: pET22b+ sin digerir
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Tabla 3: Métodos utilizados para la purificacion del ADN metagendmico para L1

Método Descripcion
1 Almacenamiento de la muestra 4 2C y separacion del precipitado coloreado que se forma a en frio.
2 Extraccidn con fenol y posterior extraccion con fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (25:24:1)
3 Lavado del ADN con buffer TE utilizando concentradores Millipore UFC4LGC25 (10000 NMWL)..

Al almacenar la muestra en frio se observd la aparicién de un precipitado con
coloraciéon marrdn, que podia corresponder a impurezas presentes en la muestra, por lo que el
método 1 planteado consistid en la remocién de dicho precipitado. Sin embargo, se comprobé
que el precipitado contenia ADN ademas de las impurezas, siendo mayor la cantidad de éste
en el precipitado que en el sobrenadante (figura 36a), por lo que se descarté este método. El
método de extraccion de ADN utilizado fue modificado cambiando una etapa de extraccion
con fenol por una con fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (25:24:1). Esto puede haber
ocasionado que algunas impurezas no hayan sido completamente eliminadas, de modo que
para compensar el cambio realizado se plantea el método 2. El ADN purificado se somete a
una extraccion con fenol y luego se aplica una etapa de extraccion con
fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (25:24:1) para disminuir la concentracidon de fenol. Una
forma de eliminar las impurezas solubles consiste en el lavado de la muestra con buffer TE
mediante la utilizacion de concentradores que dejen pasar las impurezas pero no el ADN
(método 3). Se lava la muestra varias veces, eliminando un filtrado de color marrén-amarillo.
Las muestras recuperadas luego de aplicar los tres métodos de purificacién fueron analizadas
para determinar la presencia de inhibidores de la digestion (figura 36b). Los tres métodos
ensayados resultaron eficientes para eliminar la inhibicion, si bien el método 1 afecta
fuertemente el rendimiento por lo cual se descarta su uso. Se decide utilizar el método 3 para
la purificacion del ADN metagendmico, debido a que la muestra obtenida resulta mas limpia
que en el caso de la extraccion con fenol (figura 36a), y el método es menos nocivo para el
operador y el medioambiente.

Sin embargo, al llevar este método a mayor escala se recuperd poca cantidad de ADN,
probablemente debido a la pérdida de solucion durante el centrifugado dentro del
concentrador. Se realizéd una nueva extraccion de ADN metagendmico, la cual se purificd
mediante el método 3 disminuyendo tanto la velocidad de centrifugado como el volumen de
muestra utilizado en cada concentrador. Luego de limpiar la muestra, se obtuvieron
aproximadamente 26 pg de ADN entre las dos purificaciones realizadas.
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Figura 36: Comparacion de métodos de purificacion del ADN metagendmico. a) ADN recuperado luego de la
purificacién b) Andlisis de la presencia de inhibidores de la digestion mediante digestién de pET22b+ en presencia
de las muestras de ADN. A: ADN metagendmico sin purificar (muestra de partida); M1: método 1; s: sobrenadante;
p: precipitado; M2: método 2; M3: método 3; c: concentrado; f: filtrado; C+: digestidon de pET22b+; PM: escalera de
peso molecular (GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder, Fermentas)

Una vez obtenida una cantidad adecuada de ADN, se comprobd nuevamente la
eliminaciéon de los compuestos inhibidores de la digestidn, y se procedié a optimizar las
condiciones para la digestién con la enzima BfuC |. Se determind que la concentracion de
enzima necesaria para lograr una digestion adecuada era de 80 mU/pL, utilizando un tiempo
de incubacidn de 1hr a 37 °C, al digerir 26 ng/uL de ADN (figura 37a y b). Sin embargo, al
realizar la digestion a mayor escala de la muestra en las condiciones determinadas como
Optimas, la digestion no se produjo como se esperaba (figura 37c). Se realizé una nueva
digestion de la misma muestra con BfuC | en una concentracioén de 40 mU/uL, también con 1
hr. de incubacidn a 37 oC. Luego de la segunda digestiéon se obtuvo un tamafio promedio
adecuado para la construccion de la genoteca (figura 37d). Los fragmentos de ADN con tamaiio
entre
2500 y 6000 pb fueron aislados mediante cromatografia en gel y purificados utilizando el kit
SNAP (Invitrogen).

Concentracion de enzima (mU/uL)
065 1 15 22 33 5 10 20

Figura 37: a y b) Optimizacidn de la digestion con BfuC I. Se indica en cada caso la concentracién de enzima
utilizada. c) Digestién a mayor escala de la muestra purificada de ADN metagendmico con BfuC | (ADN 26 ng/uL,
enzima 80 mU/uL, 37 9C, 1hr). d) Segunda digestién del ADN metagendmico. Se agregaron 40 mU/uL de BfuC |y se
incubd a 37 oC por 1hr. PM: escalera de peso molecular (GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder, Fermentas)
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Dado que la muestra L1 fue procesada con anterioridad a la muestra L2, el
procedimiento inicial realizado sobre L2 se basé en los resultados obtenidos con L1. Se siguié
el procedimiento descrito por Uchiyama y Watanabe,?* con las modificaciones utilizadas para
L1. Luego de la extraccidn, las muestras de ADN obtenidas a partir del Lago del Caneldn
Grande (L2) presentaron una coloracién marrén mas intensa que las muestras obtenidas a
partir de la Bahia de Montevideo (L1). Sin embargo, todas contenian ADN de alto peso
molecular sin degradar (figura 38a). Al igual que para L1, se procedié a eliminar los posibles
inhibidores de la digestién con BfuC | de la muestra mediante lavados con buffer TE en
concentradores Millipore UFC4LGC25 (10000 NMWL). Este procedimiento, que habia dado
buenos resultados con la muestra L1, no logré remover la inhibicién para la muestra L2. En
este caso se observé la obstruccidn de los filtros utilizados, lo cual impidid el adecuado lavado
del ADN. En el gel de la
figura 38b se observa que no fue posible digerir el ADN, dado que en todos los casos se
mantuvo la inhibicién de la enzima.

a

-

e

i

Figura 38: a) Muestras de ADN metagendmico extraidas del lodo proveniente de L2 b) Digestion
del las mismas muestras de ADN metagendmico con BfuC |. Los nimeros sobre las filas
corresponden a distintas fracciones de la misma muestra. PM: Marcador de peso molecular. Se
indica el peso molecular en Kpb de las bandas mas importantes

Con el fin de eliminar la inhibicidn se realizaron diversos intentos de purificacién del
ADN obtenido, utilizando distintos métodos (Tabla 4). Al aplicar el método 1, basado en un kit
comercial, se recuperé muy baja cantidad de ADN. Este kit generalmente da muy buenos
resultados para la extraccion de ADN de suelo en pequefias cantidades, pero no fue adecuado
para la purificacion del ADN ya extraido. El método de electroelucion (método 2) también
resulté en una muy baja recuperacion de ADN, el cual ademas presenté degradacion parcial. El
método 3 se basé en la afinidad del ADN por la capa organica o la acuosa en diferentes
condiciones. Esta afinidad depende del grado de disociacion de los acidos desoxirribonucleicos,
el cual esta relacionado con el pH. Al acidificar el medio el ADN se protona, por lo que forma
una especie no cargada con preferencia por la fase orgdnica. Al aumentar el pH se produce la
disociacion del acido, formando especies cargadas con preferencia por la capa acuosa. Al
aplicar este método, no fue posible lograr una buena extraccidon en la capa organica. Se
requeriria optimizar las condiciones para lograr que el método sea aplicable. La purificacidon
con carbdn activado (método 4), resultod en la clarificacion de la muestra. El carbdn activado se
separd por centrifugado, obteniéndose un ADN de buena calidad. Por ultimo se analizd un
método basado en la didlisis de la muestra frente a buffer TE (pH 8.0) y posterior purificacion
utilizando columnas de Sepharosa S-200 (método 5).
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Tabla 4: Métodos utilizados para la purificacion del ADN metagendmico para L2

Método Descripcion
1 MOBIO PowerSoil DNA isolation kit (Kit comercial)
2 Electroelucidn
3 Extraccion secuencial: Disminucion de pH y posterior extraccion con CHCl;, para
luego extraer con buffer de pH basico.
4 Agregado de carbdn activado y separacion por por centrifugado.
5 Dialisis de la muestra frente a buffer TE (pH 8.0) y posterior purificacion utilizando
columnas de Sepharosa S-200.

La presencia de compuestos que inhiben la digestién fue ensayada para la muestra
original, asi como para las purificaciones mediante los métodos 3 y 4, mediante un ensayo de
actividad de BfuC | frente al plasmido pUC19 digerido en presencia y ausencia de la muestra de
ADN metagendémico (Fig. 39a). Como ninguno de estos métodos funciond, se analizd
posteriormente el método 5. En este caso se observé digestién con la enzima BfuC | sobre el
ADN metagendmico, por lo que se concluye que la inhibicién fue eliminada (Figura 39b)

A M3 M4 C+ PM PM A M5

= ———

— ' ‘

= —
B

puUC19 — s o
sin digerir ——— —— —
: 1 N “ ——
e —

a g | b g

Figura 39: a) Analisis de la presencia de inhibidores de la digestion en las muestras de ADN purificadas. Para los
métodos 1 a 4 se analizo la digestidon de pUC19 con BfuC | en presencia de la muestra. Para el método 5 se analizd la
digestidn directa de la muestra con BfuC I. A: ADN metagendmico sin purificar (muestra de partida); M3: método 3;
M4: método 4; M5: método 5; C+: digestion de pUC19 con BfuC I; PM: escalera de peso molecular (GeneRuler™ 1 kb

DNA Ladder, Fermentas).
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Construccion de la genoteca

Dado que no se logré obtener suficiente cantidad d ADN a partir de la muestra L2, no
fue posible construir genotecas metagendmicas a partir del habitat no contaminado. Por lo
tanto los resultados que siguen se refieren a la muestra L1, obtenida de la playa de la Bahia de
Montevideo adyacente a la refineria de ANCAP en La Teja. Como se indicé anteriormente, el
ADN fue digerido con la enzima BfuC I, y se aislaron los fragmentos con tamarios entre 2.5y 6
Kpb. Posteriormente, se construyd una genoteca mediante el clonado de los fragmentos
purificados en el vector pUC19. El procedimiento completo se esquematiza en la figura 40.

al azar

—l

3

& <5 #0i] ‘ Genoteca
' o5 metagendmico

Digestion
g - — ’

UQPBWIOSURL]

Extraccion de
"~ Clonadoen 13 id Screenin
Clonado en | e ™ — - Pas"’“ e g

vectores de expresion secuenaado
y produccién heterdloga Posibles secuencias que
\.en sistemas adecuados / codifican para lipasas

Clones positivos:

Figura 40: Construccion y andlisis de la genoteca metagendmica

Analisis de la genoteca

La genoteca construida se utilizéd para transformar la cepa E. coli TOP10 mediante
electroporacion. Se analizaron aproximadamente 25000 transformantes, conteniendo cerca de
137 Mpb de ADN, lo cual representa un grado de cobertura similar a lo reportado previamente
para otros metagenomas.” Se analizd la genoteca mediante siembra en agar nutriente
conteniendo aceite de oliva y rhodamina (MLip), en el cual los clones con actividad lipolitica
pueden distinguirse por su coloracién rosada. Se encontraron 19 clones con coloracién rosada
fuerte, y numerosos clones con coloracién rosada mds suaves.

Se realizd la extraccién de plasmido de 7 clones positivos. Entre ellos, algunos tenian
insertos muy pequefios o presentaron inestabilidad, por lo que fueron descartados. Se
enviaron a secuenciar tres plasmidos de clones positivos. Los nombres y tamafios de inserto de
estos plasmidos se indican en la tabla 5.

Tabla 5: Plasmidos enviados a secuenciar

Nombre | Tamaiio de inserto (pb)
PPIV11A 4000
PPIV11B 4000
PPIV15A 3500
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El secuenciado del inserto presente en este clon permitié detectar la presencia de un
marco abierto de lectura (Figura 41), el cual mostr6 65% de identidad con una
carboxipeptidasa previamente reportada perteneciente a la cepa Thermus aquaticus YT-1.>%
Las carboxipeptidasas catalizan la hidrélisis de enlaces peptidicos, por lo que poseen dominios
conservados entre las enzimas hidroliticas, de forma que este gen podria ser el responsable de

la actividad observada en el analisis funcional de las genotecas.

Carboxypeptidase

PPIV 11A¢ .

3973 bp

< 1 < 1
< 1 <

Figura 41: Inserto presente en el plasmido PPIV11A

En este caso se encontraron tres marcos abiertos de lectura para los cuales se
encontré similitud con secuencias identificadas (Figura 42). Uno de ellos presenté alta
homologia con transposasas. Los otros dos presentaron homologia con metiltransferasas. En
principio estas actividades no explicarian la actividad lipolitica observada. Sin embargo, las
transposasas son capaces de hidrolizar los enlaces fosfato presentes en el ADN. Diversos
fosfonatos han sido utilizados como haptenos para el desarrollo de anticuerpos cataliticos con
actividad lipasa,”® dado a que el grupo fosfato emula el estado de transicién que se produce
en la hidrdlisis de ésteres catalizada por lipasas. Por lo tanto existe la posibilidad de que la
transposasa encontrada exhiba promiscuidad catalitica, produciendo la hidrdlisis de los
triglicéridos contenidos en el medio de cultivo y produciendo un resultado positivo. Se debera
clonar el gen de la trasposasa y expresarlo en un huésped adecuado para determinar si esta
posibilidad es cierta. Alternativamente se podrian subclonar fragmentos menores de este
inserto de forma de obtener el minimo fragmento que mantenga la actividad.

Los otros marcos abiertos de lectura encontrados en el clon PPIV11B no pudieron
correlacionarse con ninguna actividad conocida.
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Figura 42: Inserto presente en el plasmido PPIV11B

En este clon fue posible identificar seis marcos abiertos de lectura, tres de los cuales
presentaron similitud con acetil-CoA deshidrogenasas. La presencia de estos genes no justifica
la actividad lipolitica manifestada por este clon. Si bien esta tesis no contempla el clonado de
este tipo de enzimas, el grupo en el cual se desarrollé6 la misma trabaja también en la
identificacion de nuevas deshidrogenasas a partir de metagenomas, por lo que se amplificé y
clond el marco abierto de lectura identificado como ORF 4 —AcylCoA DH en la figura 43, con el
objetivo de analizar la actividad de esta posible reductasa.

ORF 2 - AcCoA DH
ORF 1 ORF 4 - AcylCoA DH
ORF 6 ORF 5 ORF 3 - AcCoA DH

PPIV15A
3050bp

Figura 43: Inserto presente en el plasmido PPIV15A
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Clonado del gen identificado en PPIV 11A

La exploracion de metagenomas provenientes de lodos de un ambiente contaminado
(L1) y uno no contaminado (L2) permitié descubrir, en base a lo secuenciado hasta el
momento, un Unico gen codificante para una enzima con posible actividad lipolitica. Este gen
presenta homologia con secuencias correspondientes a carboxipeptidasas; sin embargo, fue
identificado por su actividad lipolitica. Es posible que la enzima que codifica sea promiscua en
su actividad catalitica, hidrolizando mds de un tipo de sustrato. Para estudiar mas en
profundidad el gen encontrado, se decidié expresar la enzima en un sistema recombinante. En
particular, se eligié un sistema basado en la levadura Pichia pastoris. Como se mencioné en el
Capitulo 1, este sistema ha resultado exitoso en la expresidn de diversas proteinas secretadas,

incluyendo enzimas provenientes de la cepa Thermus aquaticus YT-1.2

Utilizando los primers CP1 Fwd y CP1 Rev (ver Metodologia) se logré amplificar el gen
de la carboxipeptidasa presente en el plasmido PPIV 11A. El amplicon fue digerido con las
enzimas de restricciéon Mly | y Kpn |, y fue ligado con el vector pPINKa-HC digerido con Stu |y
Kpn |, para formar el plasmido pPINKaHC-CP (figura 44). Con el vector construido de esta
manera se transformd la cepa E. coli DH10B. Esta cepa fue utilizada para realizar una
produccién del plasmido a mediana escala, obteniéndose 5 pg del plasmido. A pesar de que la
cantidad obtenida fue baja, se decidid seguir adelante con la transformacidn de P. pastoris,
pero no se lograron obtener transformantes de ninguna de las 4 cepas de esta levadura. Se
realizd una preparacion en mayor escala, obteniéndose 20 pg de vector. El mismo fue
linealizado con Spe |, y utilizado para transformar las cuatro cepas PichiaPink™ 1-4. Se
obtuvieron respectivamente 13, 40, 13 y 10 clones positivos. Se realizaron ensayos de

2 pero los mismos no fueron concluyentes. Se repetiran

actividad en placa de dichos clones,
estos ensayos, al igual que ensayos de produccién en medio liquido, para determinar si estos

clones presentan actividad lipolitica.

5" AOX1 Primer

AmpR Alpha factor signal sequence

Alpha factor primer

/
alpha factor + CP
// X
pPINKalfa HC - CP |

— — Kpnl(2211)
3' CYC1 primer

8903bp

Figura 44: Esquema del vector pPINKaHC-CP
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Capitulo 4
Aplicaciones de las nuevas lipasas

Las lipasas han sido utilizadas como catalizadores para una multitud de reacciones
tanto de hidrélisis como de sintesis de ésteres. Con el objetivo de analizar la utilidad catalitica
de la lipasa Lip 1.3, se utilizd esta enzima en reacciones de hidrdlisis, sintesis de ésteres y
transesterificacion, comparandola con enzimas comerciales disponibles. Como paso previo, fue
necesario estudiar el procedimiento de liofilizacién de la lipasa Lip 1.3, y poner a punto las
condiciones de reaccién y las técnicas de analisis para las distintas reacciones.

Paralelamente, se ensayd también la utilidad de otras lipasas descubiertas por nuestro
grupo de trabajo para la sintesis de biodiesel y la derivatizacion del glicerol. Como se mencioné
anteriormente, la busqueda de nuevas lipasas en ambientes naturales puede proveer de
enzimas con actividad novedosa. Nuestro grupo ha realizado busquedas de nuevos
biocatalizadores en muestras muy diversas, con el objetivo de acceder a una mayor amplitud
de la biodiversidad. En el estudio de los endofiticos de la especie Fortunella margarita (quinoto
o kumquat), se encontré una cepa de Aureobasidium pullulans con alta actividad lipolitica. Esta
cepa produce una lipasa extracelular, que es recuperada facilmente del sobrenadante del
medio de cultivo, y que presenta potencial como biocatalizador. A partir de una muestra de
suelo proveniente de la Antartida, se aislo la cepa Staphylococcus hominis R06, la cual también
produce una lipasa extracelular. Estas dos lipasas, junto con Lip 1.3, fueron estudiadas en su
aplicacion a la sintesis de biodiesel y la derivatizacion del glicerol.

Liofilizado de Lip 1.3

Para poder aplicar Lip .3 en reacciones de esterificacion o transesterificacién en
solventes no acuosos, era necesario contar con un preparado enzimatico libre de agua, de
forma de evitar las reacciones de hidrélisis. La liofilizacion es el método mas utilizado para la
preparacion de enzimas para biocatalisis. Si bien esté método puede producir la
desnaturalizacion de la enzima debido a las bajas temperaturas y a la eliminacién del agua, la
presencia de compuestos lioprotectores puede contrarrestar la pérdida de agua, manteniendo
la estructura de la proteina y su actividad.”®

Se realizé la liofilizacién de la lipasa Lip 1.3 a partir del crudo obtenido mediante el
método de Kojima. La solucidon sometida a liofilizacién contenia la enzima en buffer tris 20 mM
(pH=7) con glicerol al 5% y Tritén® X-100 al 0,2 %. Tanto el glicerol como el Tritén® X-100
pueden proteger a la enzima durante la liofilizacién, por lo que no fue necesario agregar otros
compuestos que cumplieran esta funcion. La presencia de calcio es un requerimiento para la
actividad de la lipasa Lip 1.3. Ademas, el agregado de sales antes de liofilizar puede mejorar la

205-2 .
05206 por estos motivos, se

actividad observada en las enzimas que han sufrido este proceso.
agregd a una parte de las muestras CaCl, hasta una concentracién de 10 mM. Luego del
proceso de liofilizacion, una alicuota del preparado enzimatico fue recuperado en agua hasta
el mismo volumen inicial y su actividad fue analizada mediante ensayos cualitativos con el
sustrato modelo MUF-butirato en papel de filtro,'*® obteniéndose actividad tanto en presencia

como en ausencia de calcio (Figura 45).
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Control negativo Lip 1.3 liofilizada

(Buffer tris 20 mM pH=7) sin Ca2t
Control positivo Lip 1.3 liofilizada
{Concentrado enzimatico con Ca?t

sin liofilizar)

Figura 45: Analisis cualitativo de la actividad de Lip 1.3 liofilizada

A partir de los resultados obtenidos se pudo determinar que la lipasa Lip 1.3 resiste el
proceso de liofilizado en las condiciones ensayadas, lo que resulta muy conveniente para su
potencial aplicacién como reactivo para sintesis quimica. La presencia de calcio no parece
influir en la actividad, aunque seria necesario realizar ensayos cuantitativos para determinar si
hay diferencias de actividad entre los preparados. La lipasa Lip 1.3 liofilizada segin el método
descrito se aplicd posteriormente a la sintesis de biodiesel y la esterificacion del glicerol y el
1,3-propanodiol.

Aplicaciones sintéticas: Sintesis de biodiesel

La sintesis de biodiesel consiste en la transesterificacién de triglicéridos de distinto
origen con un alcohol de cadena corta como metanol o etanol. Para ello se debe utilizar un
catalizador, que puede ser quimico o enzimatico. La biocatdlisis presenta claras ventajas sobre
el método quimico, pero aun son muy pocas las enzimas que han encontrado aplicacion

6263 5a requiere del descubrimiento de nuevas enzimas que puedan

industrial en este proceso.
ser utilizadas con esta aplicacion. Por este motivo, se planted estudiar la utilidad de las nuevas

lipasas en la sintesis de este biocombustible.

Como primer paso se determinaron las condiciones de analisis de los productos
mediante cromatografia gaseosa. Para ello se utilizd un estandar de metilésteres (n2 1891,
Sigma), el cual se compard con los productos de la metilacién quimica de los aceites de partida
altooleico y de girasol, y con la transesterificacion enzimatica obtenida con la enzima CAL B, la
cual ha sido utilizada en numerosos trabajos anteriores con ese fin.*> La comparacion entre la
metilacion y la etilacidon quimica del aceite de partida permitiéd determinar las condiciones de
analisis de la sintesis de biodiesel utilizando etanol.

Se utilizé Lip 1.3 liofilizada seglin lo descrito anteriormente para la reaccion de
transesterificacion, utilizando tanto metanol como etanol. También se utilizaron los extractos
crudos con actividad lipolitica de las cepas A. pullulans CQA y S. hominis R06 (los que seran
nombrados como CQA y RO6 respectivamente). Las condiciones de reacciéon se muestran en la
tabla 6.
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Tabla 6: Condiciones para los ensayos de sintesis de biodiesel

Funcidn Reactivo Cantidad
Aceite altooleico COUSA 50 mg
Triglicérido
Aceite de girasol 50 mg
Metanol 11 mg
Alcohol
Etanol 16 mg
CAL-B (Novozyme 435) 5mg
Lip 1.3 liofilizada 70 mg
Enzima
CQA (crudo) 500 mg
RO6 (crudo) 500 mg
Solvente Hexano saturado en agua 2mL
Las reacciones se llevaron a cabo a 30 2C con agitacion

Los resultados obtenidos en las sintesis de biodiesel con Lip 1.3 y las lipasas de CQA vy
RO6 no fueron alentadores. No se logrd la transesterificaciéon utilizando estas enzimas en
ninguna de las condiciones ensayadas. Se realizaron también ensayos de hidrdlisis de los
aceites en presencia de Lip 1.3 utilizando medio acuoso, en las mismas condiciones en las
cuales es posible visualizar la actividad de Lip .3 mediante la hidrdlisis de pNP-palmitato y
utilizando como control positivo la enzima CAL-A. Estos ensayos indicaron que la Lip 1.3 no es
capaz de hidrolizar estos aceites. Esto se encuentra en concordancia con los resultados
obtenidos para los sustratos modelo derivados de pNP y MUF, dado que Lip I.3 practicamente
no tiene actividad frente a los derivados de cadena larga. La subfamilia 1.3, a la cual pertenece
esta lipasa, ha sido poco estudiada desde el punto de vista biocatalitico, y hay pocos reportes
donde se estudie la especificidad de sustrato de estas enzimas.''’*?*3"'*° §j pien todas
presentan preferencia por sustratos de cadena media, la mayoria son capaces de hidrolizar
triglicéridos de cadena larga con buena actividad, a excepcion de la lipasa de S. marcescens
Sr41 8000."* Por ejemplo, la PML de Pseudomonas sp. MIS38, la cual se encuentra muy
relacionada con Lip I.3, presenta sobre trioleina el 77% de la actividad que presenta sobre
tributirina, su sustrato éptimo. El resultado obtenido para la Lip 1.3 la aleja de las enzimas
filogenéticamente mds relacionadas que han sido caracterizadas hasta el momento.
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Aplicaciones sintéticas: Esterificacion del glicerol y sus derivados

En el proceso de sintesis de biodiesel, se obtiene como subproducto una gran cantidad
de glicerol, equivalente al 10 % del producto total. El glicerol puede venderse para aumentar la
rentabilidad del proceso, pero su precio ha disminuido a causa de un aumento en la

>33 | 3 valorizacion del glicerol mediante su conversién en derivados de mayor valor

oferta.
agregado se presenta como una opcidn para favorecer el balance econémico de la produccion

y disminuir las trabas a la utilizacion del biodiesel como combustible renovable.

Una opcion para la valorizacion consiste en su transformacion en 1,3 o 1,2
propanodiol, asi como en derivados de estos compuestos. Nuestro grupo ha trabajado en la
biotransformacion de glicerol en 1,3 y 1,2 propanodiol. Tanto el glicerol como sus dioles
derivados son alcoholes, por lo que las lipasas pueden catalizar reacciones de esterificacién de
sus grupos hidroxilo, con el objetivo de sintetizar moléculas mas complejas. Los ésteres del
glicerol han sido utilizados como emulsificantes en la industria alimenticia, en cosméticos y en
la industria farmacéutica® ®®, es asi que la esterificacion del glicerol y sus derivados utilizando
lipasas representa una alternativa vélida para la valorizacidon de este subproducto’”” y la
consecuente mejora del balance econdmico del proceso.

Se realizaron ensayos de esterificacion de glicerol y del 1,3 propanodiol. Para la
optimizacidn de las condiciones de reaccidn y analiticas se utilizaron las enzimas comerciales
CAL-A (Fluka) y Pseudomonas lipase (PSL, Sigma). Las condiciones utilizadas se muestran en la
tabla 7.

Tabla 7: Condiciones de esterificacidn del glicerol y sus derivados

Funcion ‘ Reactivo ‘ Cantidad
Alcohol Glicerol 100 pL
1,3-propanodiol 120 uL
Acetato de vinilo 451 plL
Dador de acilo Propionato de vinilo 531 L
Butirato de vinilo 619 uL
CAL-A (Fluka) 30 mg
PSL (Sigma) 10 mg
Enzima Lip 1.3 liofilizada 74 mg
CQA (Crudo) 500 mg
RO6 (Crudo) 500 mg
Solvente Hexano saturado en agua 2 mL
Las reacciones se llevaron a cabo a 30 2C con agitacion
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Se analizd la actividad de Lip 1.3, CQA y R0O6 en la esterificacién del glicerol con tres
dadores de acilo distintos, acetato, propionato y butirato de vinilo. El andlisis de los productos
se realizd mediante GC y GC-MS. Los resultados se compararon con los obtenidos para las
enzimas CAL-Ay PSL.

Para el glicerol sélo se obtuvieron buenos resultados con las enzimas comerciales,
mientras que las lipasas CQA, R0O6 y Lip 1.3 presentaron bajas conversiones. Se ha observado

56
1,

inhibicidon por glicerol en la sintesis de biodiesel,” por lo que es posible que este reactivo

afecte la actividad enzimatica.

A diferencia de lo observado para el glicerol, al utilizar 1,3 propanodiol como alcohol
fue posible detectar productos de esterificacidon en las reacciones catalizadas por las enzimas
no comerciales. Se utilizaron tres dadores de acilo distintos, acetato, propionato y butirato de
vinilo. El andlisis de los productos se realizé mediante GC y GC-MS.

Al utilizar acetato de vinilo como dador de acilo y 1,3 propanodiol como alcohol, fue
posible obtener esterificacion (figura 46), aunque las conversiones obtenidas fueron menores
en el caso de las enzimas Lip 1.3, CQA y RO6 que para las enzimas comerciales. Sin embargo, se
determind que mientras CAL-A produce una mezcla de productos mono y diacilados, en el caso
de Lip 1.3, CQA y RO6 se obtiene como producto mayoritario el compuesto monoacilado, en
procentajes mayores al 90 % en todos los casos. Si bien PSL también presenta selectividad por
el producto monoacilado, esta selectividad es menor que para las nuevas enzimas. La
capacidad de acilar una sélo de los grupos hidroxilo puede resultar util para la aplicacidn de
estas enzimas en sintesis organica.
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Figura 46: Cromatogramas de GC de los productos de esterificacion del 1,3 propanodiol con acetato de vinilo
utilizando distintas enzimas. MA: producto monoacilado; DA: producto diacilado (determinados mediante GC-MS)
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Al utilizar propionato de vinilo como dador de acilo y 1,3 propanodiol como alcohol,
también se pudo observar esterificacion (figura 47), observandose resultados similares a la

esterificacién con acetato de vinilo. Si bien en este caso no se pudieron encontrar condiciones
de GC que permitieran resolver completamente los picos, se puede distinguir los productos
mono y di acilado, y fue posible identificar los picos mediante GC-MS. En este caso Lip 1.3

presentd muy baja conversion, resultando madas adecuadas CQA y R06. Las enzimas

comerciales, al igual que en el caso anterior, presentaron mayores conversiones. Sin embargo,

la selectividad también fue mayor en el caso de las nuevas enzimas, lo que podria resultar de

utilidad para su aplicacién en sintesis orgdnica.
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Figura 47: Cromatogramas de GC de los productos de esterificacion del 1,3 propanodiol con propionato de vinilo
utilizando distintas enzimas. MA: producto monoacilado; DA: producto diacilado (determinados mediante GC-MS)
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Al utilizar butirato de vinilo la tendencia fue similar a la observada para los otros dos
dadores de acilo. En este caso, con CAL-A se obtiene Unicamente el producto diacilado,
mientras que con CQA y R06 es posible obtener el monoacilado como producto ampliamente
mayoritario (figura 48). Lip 1.3 practicamente no presenta actividad con este dador de acilo.
Como se sefialé anteriormente, esta selectividad podria ser explotada con fines sintéticos.
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Figura 48: Cromatogramas de GC de los productos de esterificacion del 1,3 propanodiol con butirato de vinilo
utilizando distintas enzimas. MA: producto monoacilado; DA: producto diacilado (determinados mediante GC-MS)
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Aplicaciones sintéticas: Analisis de la actividad de Lip 1.3 en reacciones
de hidrélisis

Para estudiar con mayor profundidad la especificidad de sustrato de Lip 1.3 y poder
compararla con lipasas disponibles comercialmente, nos planteamos analizar la actividad
hidrolitica de Lip 1.3 frente a distintos ésteres. Como se establecié en el Capitulo 2, esta lipasa
presenta buena actividad frente a ésteres derivados de p-nitrofenol (pNP) y de 4-metil
umbeliferona (MUF), especialmente aquellos de cadena media (n = 5 - 8). Naik y
colaboradores® utilizaron un set de ocho sustratos para comparar diversas lipasas
comerciales. De acuerdo a los resultados obtenidos establecieron tipos de conformacién del
sitio activo, segln permitieran ubicar mejor unos sustratos y otros. Dado que cuatro de estos
sustratos se encuentran accesibles a través de proveedores comerciales, se ensayo la actividad
de Lip 1.3 sobre ellos (figura 49).

0 0 jf\
0
/\o)]j/\ ~o o~ 9

1 2 3 4
Etil-2-metil butirato Etil benzoato a-metilbencil butirato Ciclohexil acetato

Figura 49: Sustratos utilizados para analizar la actividad de Lip 1.3

Se realizaron ensayos de actividad de la Lip 1.3 frente a estos cuatro sustratos,
obteniéndose los resultados que se observan en la tabla 8. Si bien la actividad es baja con
todos los compuestos ensayados, el compuesto con el que presenta mejor actividad el a-
metilbencil butirato, el cual, al igual que los derivados de MUF y pNP (figura 50), es un éster de
un alcohol aromatico, lo cual puede ser interesante desde el punto de vista biocatalitico.
Ademas, el exceso enantiomérico obtenido para este sustrato fue muy alto, por lo que la lipasa
Lip I.3 presenta una clara preferencia por la hidrdlisis de uno sélo de los enantidmeros, lo que
también podria resultar de utilidad biocatalitica.

Tabla 8: Resultados obtenidos para la hidrdlisis de los sustratos 1 a 4 con Lip I.3

Sustrato Conversion (%) % ee producto
1 Etil-2-metil butirato (4)* 80
2 Etil benzoato 1 -
3 a-metilbencil butirato 7 99
4 Ciclohexil acetato 2 -

*

En relacidn a lo obtenido con CAL-B (Novozyme 435)
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Figura 50: Esteres derivados de p-nitrofenol (5)y 4-metil umbeliferona (6)
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Capitulo 5
Modificacion de las propiedades de Lip 1.3

mediante mutagenesis por diseio racional

Los métodos de ingenieria genética han sido ampliamente utilizados para modificar las
propiedades enzimaticas de las lipasas. Con este fin se han aplicado tanto métodos basados en
la incorporacidn de mutaciones al azar asociadas a la evolucidn dirigida como el disefio
racional de sustituciones, basado en informacién preexistente sobre la relacién estructura-
actividad.™ Lip 1.3 presenta alta homologia con las lipasas de Pseudomonas sp. MIS38 (PML) y
S. marcescens SM6 (SML). Las estructuras tridimensionales de estas enzimas han sido

125,133,138

determinadas experimentalmente, y se han estudiado ademas algunos aspectos de la

relacién estructura-actividad.**%

Por homologia con la estructura reportada de PML, vy
utilizando el programa Swiss-Model,’®*®* fue posible construir un modelo tridimensional de
Lip.3 (Ver Capitulo 2). La informacidn disponible nos permitiéd considerar una aproximacién

racional para el desarrollo de variantes de Lip I.3 con actividad modificada.

Como se dijo anteriormente, Lip 1.3 presenta alta homologia con otras lipasas de la
subfamilia 1.3, y especialmente con PML. Sin embargo, esta similitud de secuencia, no se refleja
en las propiedades biocataliticas. Mientras todas las lipasas de la subfamilia 1.3 que han sido
reportadas hasta el momento presentan un pH éptimo entre 7 y 9, Lip 1.3 es aciddfila, con un
pH 6ptimo de 5,5. Ademds, mientras PML presenta activacion interfacial,”! este fenémeno no
ha sido reportado para otros integrantes de la subfamilia como Lip 1.3 o la lipasa SML de
Serratia marcescens.'> Ademds, como se comprobd en Capitulo 4, si bien todas presentan
preferencia por sustratos de cadena media, la mayoria pueden hidrolizar triglicéridos de
cadena larga con buena actividad, incluyendo a la lipasa PML, filogenéticamente muy cercana
a Lip I.3. Por lo tanto, las pequeiias diferencias encontradas en la secuencia de aminodacidos
parecen tener una gran importancia en la actividad catalitica de la enzima, lo que ha sido
notado previamente por otros autores al comparar otros integrantes de la subfamilia 1.3.*°
Con el objetivo de dilucidar la magnitud de este hecho, se planted la realizacién de mutaciones
puntuales en Lip .3, sustituyendo los aminodcidos nativos por los presentes en PML y SML.
Dado que una de las diferencias observadas entre PML, SMLy Lip I.3 es la presencia o ausencia
de activacidn interfacial, inicialmente se decidié restringir estas mutaciones a la zona del Lid1

131

(Figura 51), descrito como funcional en PML.”" Las mutaciones seleccionadas fueron 1149N,

1149S, G152L, 1149N/G152L, S154T y A165G.

146 1 L 167
Lip I.3 PREILIGDSIGDVINDLLARAFG
PML PRENLILDSIGDVINDLLARAFG
SML PRESLIGDERIGDVINDLLASFG

Figura 51: Secuencias comparadas del Lid1 para Lip .3, PMLy SML
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Paralelamente, se planted explorar la modificacién de Lip 1.3 con el objetivo de
extender el rango de sustratos aceptados. Las lipasas de la subfamilia 1.3 muestran preferencia
por sustratos de cadena media. Esta tendencia no es favorable para algunas aplicaciones
posibles, como la sintesis de biodiesel. Como se demuestra en el Capitulo 2, Lip |3
practicamente no presenta actividad sobre sustratos de cadena larga, por lo que nos
planteamos la generacion de variantes con actividad aumentada frente a estos sustratos.
Utilizando el modelo tridimensional de Lip 1.3 obtenido en el Capitulo 2, se identificaron
diferentes aminoacidos voluminosos que podian estar dificultando el acceso de sustratos de
cadena larga al sitio activo. Los sitios elegidos fueron los aminodcidos Y29, F166 y W310
(Figura 52).

Figura 52: Modelo estructural de Lip I.3. Se muestran en tonos de azul los aminoacidos del sitio catalitico (Ser207,
Asp255, His313), y en amarillo los residuos que forman el hueco del oxianién (Thr143 y Leu 208). El Lid1 se muestra
en violeta. Los aminoacidos seleccionados para las mutaciones se muestran en rojo (Tyr29), naranja (Trp310), verde

oscuro (Phel66) y verde claro (Asn 344). Los dtomos de calcio aparecen en celeste.

Lee y colaboradores™® encontraron que para la lipasa LIP4 de Candida rugosa (CRL), la
mutacion V344Q producia un cambio en la preferencia de sustratos hacia aquellos de cadena
mas corta. En Lip 1.3 esa posicion esta ocupada por asparagina, la cual tiene una cadena lateral
similar a la de la glutamina. La sustitucion de este aminodcido por valina o por otro aminoacido
apolar de cadena pequefia podria producir el cambio inverso al observado en LIP4 y favorecer
la entrada de sustratos mas voluminosos al sitio activo. Si bien en Lip 1.3 la posicidn 344 no
esta tan cercana a la entrada del sustrato como en la LIP4 de CRL, igualmente se decidio
analizar el efecto de esta mutacidn por encontrarse en una region préxima al sitio activo.

Pagina |70



A excepcidn del trabajo de Lee y colaboradores, no se cuenta con informacién previa
sobre el efecto de las mutaciones seleccionadas, y no existe informacion suficiente para
calcular con certeza cudl seria el mejor cambio a realizar. Por lo tanto se decidid introducir
mutaciones por saturacidn en las posiciones elegidas, de forma que no se descartara ninguna
posibilidad capaz de producir un aumento en la actividad sobre sustratos de cadena larga.

Mutaciones puntuales sobre el Lid1

Utilizando como molde el pldsmido pBBR1IMCS-Lip .3 se aplicé un método de
mutagenesis basado en Quikchange®?® para generar las variantes modificadas de Lip I.3 en las
posiciones seleccionadas. Este método consiste en la amplificacion completa del plasmido
utilizando primers que contienen la mutacidn a incorporar. Los primers utilizados se describen
en Metodologia. Una vez realizada la amplificacién, el pldsmido parental es digerido con la
enzima Dpnl para eliminar las moléculas de vector que no han incorporado la modificacién. En
el caso de las mutaciones puntuales 1149N, 1149S, G152L, 1149N/G152L, S154T y A165G, una
vez realizadas la amplificacidn y la digestidn con Dpnl se transformé la cepa E. coli. TOP10. Los
pldasmidos obtenidos fueron secuenciados para corroborar la incorporacidn de las mutaciones.
Una vez confirmada la secuencia, los plasmidos conteniendo las mutaciones fueron utilizados
para transformar la cepa Ps. aeruginosa PAO1 AlipH, que no presenta actividad lipasa.'’”**° Se
determind la actividad hidrolitica de las variantes obtenidas sobre MUF heptanoato y MUF
oleato en los sobrenadantes del medio de cultivo, comparandolos con el control negativo Ps.
aeruginosa PAO1 AlipH (pBBR1IMCS). Los resultados obtenidos se muestran en la figura 53.
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Figura 53: Actividad hidrolitica en los sobrenadantes de cultivo para los diferentes mutantes obtenidos. El 100 %
corresponde a la actividad de Lip I.3 wt sobre su sustrato 6ptimo, MUF heptanoato. MUF H: MUF heptanoato, MUF
O: MUF oleato

Se observa que los mutantes G152L y S154T tienen una actividad mucho mayor que la
Lip 1.3 nativa (Lip I.3 wt), tanto sobre MUF heptanoato como sobre MUF oleato. El aumento de
actividad sobre MUF heptanoato es mayor a 5 veces para S154T, mientras que la actividad
sobre este sustrato de G152L es mas del doble que la de Lip 1.3 wt. Cabe destacar que el
aumento de actividad sobre MUF oleato es ain mayor, de casi 11 veces para S154Ty mas de 5
veces en el caso de G152L. Estas mutaciones implican cambios en los aminoacidos del Lid1, por
lo que es muy probable que influyan en la apertura de esta estructura, favoreciendo la
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hidrodlisis. En el caso de S154T, se produce una sustituciéon por un residuo presente en PML,
enzima para la cual la Lid1 ha sido descrita como funcional.®! Ademds, ambas mutaciones se
encuentran situadas en la regidn central-proximal del Lid1, contribuyendo probablemente a la
formacién de una hélice alfa con mayor capacidad de apertura. Esta mayor flexibilidad en la
estructura del Lid1 podria en consecuencia favorecer la apertura del canal de entrada al centro
activo, incrementando asi la eficiencia catalitica de ambos mutantes, no sélo sobre su sustrato
habitual sino también sobre sustratos de mayor tamafio como es el caso del MUF Oleato, cuya
hidrélisis se ve significativamente incrementada en ambas variantes de Lip I.3.

En el mutante G152L se produce el cambio de un aminoacido polar, pequefio y flexible
(glicina) por otro ramificado, poco flexible e hidrofébico (leucina). Este aminodcido se
encuentra proximo a la zona de “bisagra” entre el Lidl y el resto de la molécula. En la
conformaciéon cerrada de Lip 1.3 G152L (Figura 54c) se observa que la leucina podria tener
mayor dificultad para acomodarse en el Lid1 cerrado que la glicina (Figura 54a) al interaccionar
con otros aminodcidos del Lid1, lo que proporciona un impedimento estérico para el cierre. En
cambio en la estructura abierta la cadena lateral de la leucina se ubica en un espacio libre. Esto
podria favorecer la conformacién abierta del Lidl, con un consecuente aumento en la
actividad hidrolitica.

Figura 54: Lid1 en las estructura cerrada (a y b) y abierta (b y d) de Lip 1.3 wt (ay b) y Lip 1.3 G152L (c y d).
Se muestra G152 en rojo, L152 en verde y el resto de los aminodcidos del Lid1 en violeta.

Sorprendentemente, el mutante 1149N/G152L presenta una actividad ligeramente
menor a la de la Lip 1.3 wt. Por lo tanto, la mutacidn I149N tiene el efecto de contrarrestar el
aumento de actividad observado para G152L. Esto puede explicarse por el impedimento
estérico que genera el residuo N149 en el mutante (figura 55). Se observa que en el modelo
abierto del mutante 1149N/G152L el residuo N149 interacciona con L152, lo que podria
desfavorecer la conformacion abierta. En cambio en el mutante G152L esto no pasa, al ser
mayor la distancia entre 1149 y L152.
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Figura 55: Detalle de las posiciones 149y 152 en a) Lip 1.3 G152L y b) Lip 1.3 1149N/G152L. Se muestra L152 en
verde, 1149 en naranja, N149 en amarillo y el resto de los aminoacidos del Lid1 en violeta.

En el caso de la mutacidon S154T resulta mas dificil dilucidar las posibles causas del
aumento en la actividad, dado que el cambio es muy sutil. En el modelo de Lip 1.3 S154T en la
conformacion cerrada se observa que el hidroxilo de la treonina tiene la misma orientacion
que el de la serina en Lip 1.3 wt. Sin embargo, en la conformacién abierta el hidroxilo de la
treonina se encuentra en una posicion distinta en la enzima mutada a la que presenta en la
enzima nativa (Figura 56), lo que podria resultar en la formacién de puentes de hidrégeno
distintos.

En el modelo obtenido para Lip 1.3 descrito en el Capitulo 2, se pudo observar que el
sitio de fijacién de Cal se ve alterado con respecto a la estructura de PML, perdiéndose este
atomo de calcio. La causa de esta alteracién es una diferencia en el aminodcido 188, que es
treonina en PML y serina en Lip I.3. Al construir la mutante PML T118S in silico se pudo
observar que este cambio es suficiente para que se pierda el atomo de calcio en el modelo. El
aminodcido 154 se encuentra muy cerca del sitio de uniéon del Cal, y podria estar
interactuando con el mismo. Esta variante podria estar recuperando el sitio de unién a calcio,
generando un fuerte anclaje del Lidl que aumentara la actividad. En base a los modelos
estaticos resulta dificil establecer si esto es posible, dado que seria una nueva interacciéon que
no esta presente en PML. Se deberdn realizar estudios dindmicos o de cristalizacion para
dilucidar este aspecto. La construccion de la variante Lip 1.3 S118T y el analisis de su actividad
también podrian ayudar a aclarar la influencia de la unién del Cal en la misma.

Figura 56: Detalle de la estructrura de Lip 1.3 wt (a) y Lip 1.3 S154T (b) mostrando el sitio mutado y algunos
aminoacidos cercanos. Los colores indican los distintos elementos. C: verde, O: rojo, N: azul.
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Figura 57: Velocidad inicial en funcién de la concentracién de sustrato para los mutantes puntuales de Lip I.3 en el
Lid1. Las variantes con mayor actividad fueron diluidas para facilitar los ensayos, por lo que las concentraciones de
enzima no son equivalentes.

En el futuro se realizardn también mutaciones por saturacion en las posiciones 152 vy
154, para determinar si la sustitucion por otros aminoacidos puede aumentar aln mas la
actividad de Lip 1.3. También se analizara la actividad de la doble mutante G152L/S154T, la cual
ya ha sido construida.

Se realizaron ensayos para valorar los parametros cinéticos de los mutantes puntuales
1149N, 1149S, G152L, 1149N/G152L, S154T y A165G. Los resultados obtenidos se muestran en la
Figura 57, donde se puede observar que todas las variantes obtenidas se comportaron igual
que Lip 1.3 wt en cuanto a su perfil cinético. A pesar de que, de acuerdo con los resultados
observados mas arriba, algunas de las variantes mejoradas de Lip 1.3 como el mutante G152L
muestran una mayor velocidad inicial, los cambios realizados en la estructura del Lidl no
fueron suficientes para causar la manifestacion de la activacion interfacial observada en PML.
Estos resultados ademdas demuestran que los cambios efectuados sobre el Lidl no son los
Unicos determinantes de esta caracteristica. En cambio, las posiciones 152 y 154 si presentan
gran influencia en la en la actividad y en la especificidad de sustrato, por lo que estos
resultados sugieren que el Lidl puede ser un sitio diana interesante para futuras
modificaciones.

Obtencién de mutaciones por saturacion

Al igual que para las mutaciones sitio dirigidas, para obtener variantes enzimaticas de
Lip 1.3 por saturacidn se utilizd como molde el plasmido pBBR1IMCS-Lip 1.3. Sobre la secuencia
de lip 1.3 se introdujeron las mutaciones Y29X, F166X, W310X y N344X mediante el método de
Quikchange®. En este caso se utilizaron primers conteniendo codones degenerados NNK, los
cuales codifican para todos los posibles aminoacidos y un codén de terminacién® (tabla 9 ),
que permiten generar una libreria de variantes enzimaticas para cada una de las posiciones a
modificar. Los primers utilizados se describen en Metodologia.

Pagina |74



Tabla 9: Aminoacidos codificados por las distintas posibilidades presentes en el codén degenerado NNK,
situado en la posicidn correspondiente al aminodcido a modificar en la secuencia de Lip 1.3.21

Codon degenerado NNK

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

Codones 32 AA 20

Luego de la amplificacion y la digestion del plasmido parental con Dpnl para eliminar
las moléculas no modificadas del vector, se transformd la cepa Ps. aeruginosa PAO1 AlipH con
la genoteca de plasmidos mutados. Los transformantes se recuperaron en medio LB
suplementado con cloranfenicol, y luego se sembraron en placas de Agar Tributirina base
conteniendo trioctanoilglicerol (TC8) o aceite de oliva (AO), y rhodamina para evidenciar la
actividad lipasa. En total se prepararon 4 genotecas de mutantes, cada una de ellas dirigida a
una de las 4 posiciones a modificar. Mediante el sistema de deteccidén de actividad en placa se
analizaron 120 clones correspondientes a la mutacién W310X, 112 clones correspondientes a
cada una de las mutaciones Y29X y N344X, y 96 clones correspondientes a la mutacion F166X,
por lo que todas las genotecas tuvieron mas del 95% de cobertura.”™
figura 58, en el medio TC8 se observé actividad en numerosos clones. Sin embargo, en el
medio conteniendo aceite de oliva la actividad no fue tan evidente. Se detectaron halos de
precipitacion de rodamina, pero no fue posible observar la clarificacion del medio,
probablemente debido a la baja sensibilidad del sistema y a la escasa proporcién de biomasa
disponible en las estrias.

Como se observa en la

Figura 58: Ejemplo de andlisis en placa para detectar la actividad de las variantes obtenidas para las mutaciones
generadas por saturacion. TC8: Agar tributirina base con trioctanoil glicerol, AO: Agar tributirina base con aceite de
oliva. Ambos medios contienen rodamina como indicador de actividad.
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Como las diferencias observadas entre los clones mutantes y la cepa conteniendo la Lip
I.3 wt no era evidente, y ademas se contaba con un método rdpido para medir actividad
basado en el analisis en placas de microtitulacidn, se procedié a estudiar por este método
todos los clones recuperados. Se determind la actividad relativa sobre MUF oleato presente en
el sobrenadante del medio de cultivo de los mismos, mediante ensayos de hidrélisis en placas
de microtitulacidon. Se tomdé como 100% la actividad de Lip 1.3 wt sobre este sustrato. El
resumen de los resultados obtenidos en cuanto a la hidrélisis de MUF oleato se muestra en la
Tabla 10. Los resultados indican una mayor influencia de las posiciones 29 y 310 en la actividad
de Lip I.3, en comparacion con una menor influencia de los sitios 166 y 344, siendo este ultimo
el de menor incidencia. Los aminoacidos F166 y N344 se encuentran mas alejados del sitio
activo que Y29 y W310, como se puede ver en el modelo estructural de la figura 52. Se ha
observado previamente que las modificaciones en la actividad catalitica se producen mas
frecuentemente cuanto mas cercano se encuentra el aminoacido mutado del sitio activo.'®
Los resultados obtenidos son concordantes con esta tendencia, ya que los cambios mas
significativos en cuanto a la posibilidad de aceptar sustratos de cadena larga aparecieron en las

posiciones mas proximas al centro catalitico de la enzima.

Tabla 10: Resultados de actividad sobre MUF oleato de los mutantes obtenidos por saturacion

44

Actividad maxima obtenida 1405 131.4 141.8 124.1
(% relativo a Lip 1.3 wt)
Porcentaje de mutantes con
actividad > 130 % 4> 1.0 25 0.0
Porcentaje de mutantes con
. 21 . .
actividad < 50 % 3.6 33 0.9

Los mutantes que presentaron mayor actividad fueron subcultivados y los plasmidos
que contenian fueron secuenciados para determinar la sustitucion responsable del aumento
de actividad. En la tabla 11 se muestran los clones secuenciados y el porcentaje de actividad
obtenido para cada uno de ellos tras cultivo en medio liquido.
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Tabla 11: Clones que presentaron mayor actividad.

Mutacién Actividad relativa (%)?

W310X P6C3 142
Y29X P1C3 141
Y29X PAAS 137

W310X P6C5 137
Y29X P1D4 136
Y29X PAC11 136
Y29X PAAL 135

W310X PSB11 133
F166X P3H3 131

N344Xx° P2F10 124

® Se calcula la actividad relativa como 100xAct mutante/Act Lip 1.3 wt
® Sj bien otros clones Y29X, W310X y F166X no analizados presentaron mayor actividad, se eligid el
clon P2F10 para tener datos sobre la mutacidon N344X

Se secuenciaron 5 clones correspondientes a modificaciones en la posicién Y29, pero
para 3 de ellos no fue posible obtener secuencias adecuadas. Uno de ellos presentd
repetidamente secuencias de baja calidad, mientras que para los otros dos se pudo obtener
una secuencia legible, pero ésta no coincidia con lo esperado. Es posible que hayan ocurrido
eventos de recombinacién que hayan alterado la estructura del plasmido en estos dos
mutantes. Otros dos clones provenientes de esta biblioteca presentaron secuencias
coherentes. En éstos se encontraron las mutaciones Y29C (P4A5, Act 137 %) e Y29T (P1D4, Act
136 %). En ambos casos se produce la sustitucion de un aminoacido voluminoso como es la
tirosina por aminodcidos mas pequefios, como son la cisteina y la treonina. Se realizé el
modelado de la estructura tridimensional de los mutantes, tomando como molde las
estructuras cerrada y abierta de PML, y se superpusieron sus estructuras con la obtenida para
Lip 1.3 wt con objetivo de detectar diferencias que pudieran justificar el incremento de
actividad sobre sustratos de cadena larga. En la figura 59a se muestra el resultado obtenido
para la conformacion cerrada, siendo similar el obtenido con la conformacién abierta. Se
puede observar que al cambiar la tirosina en la posicidn 29 por cisteina o por treonina, se
duplica la distancia entre el oxigeno de la serina catalitica y el dtomo mads cercano del
aminodcido en la posicidn 29 (Figura 59b-d). Esto resulta en un mayor espacio para la entrada
de sustrato, lo que justificaria plenamente el aumento de actividad sobre un sustrato de
cadena mas larga como es el MUF oleato.
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Figura 59: a) Superposicién de las estructuras de Lip 1.3 wt con las mutantes Y29C e Y29 T. Abajo: Detalle de las
distancias en A entre el oxigeno de la serina catalitica y el &tomo mas cercano del aminoacido en la posicién 29 para
b) Lip 1.3 wt, c) Lip 1.3 Y29C y d) Lip I.3 Y29T. Se muestran tonos de azul los aminoacidos de la triada catalitica. En
rojo se indica el aminoacido Y29 mientras que los cambios efectuados se pueden ver en verde (C29) y en amarillo
(T29)

En el caso de las mutaciones sobre el sitio F166, el secuenciado del clon P3H3
determind la presencia de una mutacién silenciosa, cambiando el codén TTC por TTT. La cepa
Pseudomonas aeruginosa PAO1 presenta preferencia por el codén TTC,2****® por lo que no
parece adecuado explicar el aumento de actividad por un aumento en la expresion de la lipasa
al incrementarse la velocidad de traduccidn. De hecho, se esperaria una menor expresién dado
que el coddn TTT es mucho menos utilizado que TTC. Es probable que la actividad medida para
el clon P3H3 no haya sido correcta a causa de una mayor produccion de biomasa, lo cual hace
que se requiera una nueva determinacion de actividad. Ademas se cuenta con otros clones con
buena actividad pertenecientes a la genoteca en posicion F166, los cuales seran secuenciados

y analizados préximamente.
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Para la biblioteca W310X se secuenciaron 3 mutantes, todos ellos con buena actividad
sobre MUF oleato, en los cuales se encontraron las mutaciones W310M (P6C3, Act 142 %),
W310F (P6C5, Act 137 %) y W310Q (P5B11, Act 133%). Como en el caso anterior, se realizé el
modelado de la estructura de los tres mutantes tomando como molde tanto la estructura
cerrada de PML como la abierta. En la figura 60 se muestran los resultados para la
conformacién abierta, siendo similares los resultados obtenidos para la conformacién cerrada.
Al igual que para los mutantes en la posicidén Y29, en los tres mutantes en posicién W310
también se produce el cambio de un aminodacido voluminoso por aminoacidos mas pequefios.
Como se puede observar en la figura 60a, el triptéfano se proyecta mucho mds hacia el tunel
de entrada del sustrato que los aminodcidos metionina, fenilalanina o glutamina por los que
resulta sustituido. Los cambios observados, al igual que en el caso de Y29C e Y29T, producen
un aumento del espacio disponible (figura 60b-e) y por lo tanto el MUF oleato puede ingresar
mas facilmente al sitio activo.

Figura 60: a) Superposicidn de las estructuras de Lip .3 wt con las mutantes W310 M, W310F y W310 Q. Abajo:
Detalle de las distancias en A entre el oxigeno de la serina catalitica y el &tomo mas cercano del aminodacido en la
posicién 310 para b) Lip 1.3 wt, c) Lip 1.3 W310 Q, d) Lip I.3 W310F y e) Lip 1.3 W310M. Se muestran tonos de azul los
aminodcidos de la triada catalitica. En rojo se indica el aminoacido W310 mientras que los cambios efectuados se
pueden ver en verde (Q310), en rosado (F310) y en amarillo (M310).
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El Unico mutante en la posicidon 344 capaz de provocar un incremento significativo en
la actividad sobre MUF oleato fue la variante N344R (P2F10, Act 124 %). En este caso el
incremento de actividad no fue tan importante como para los mutantes en las posiciones Y29 y
W310, probablemente por hallarse mas alejado del sitio activo. Al igual que para las mutantes
en las posiciones 29 y 310, se construyeron dos modelos de la estructura tridimensional de la
mutante N344R, uno basado en la conformacion cerrada de PML y otro basado en la
conformacion abierta. Si bien no se pudo observar en los modelos ningiin cambio importante
en cuanto a la conformacién que pudiera explicar el aumento en la actividad, se observa que
mientras que en la conformacién abierta N344 y R344 se superponen, en la conformacién
cerrada la cadena lateral de R344 ocupa un lugar distinto al que ocupa N344 (Figura 61). Esto
indica que la cadena lateral se acomoda de manera distinta en la conformacién abierta y
cerrada de la enzima, por lo que la sustitucién producida podria tener influencia en la apertura
del Lid1 y el Lid 2. Si bien no se ha encontrado que Lip I.3 tenga activacién interfacial, podria
producirse un efecto favorable por una mayor apertura de una o las dos tapas. A pesar de un

138 todavia quedan muchos interrogantes sobre los

exhaustivo estudio realizado sobre PML,
mecanismos por los cuales el Lid se abre y se fija por medio de la coordinacion de algunos de
sus aminoacidos con el idn Cal. En cualquier caso se debera investigar mas a fondo los
mecanismos de activacion interfacial de las lipasas de esta subfamilia para asi poder

determinar con certeza la influencia de estas mutaciones.

Figura 61: Superposicidn de las estructuras de Lip 1.3 wt con la mutante N344R. a) Estructura cerrada b) Estructura
abierta, c y d) Detalle de las estructuras mostradas en a y b. Tonos de azul: aminoacidos de la triada catalitica, rojo:
N344, verde: R344, violeta: Lid1, rosado: Lid 2.
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Mutagénesis de Lip 1.3: conclusiones y trabajo a futuro

Mediante mutagenesis sitio dirigida y mutagenesis por saturacién fue posible
desarrollar variantes mejoradas de Lip I.3. Se logré aumentar la actividad hidrolitica de esta
enzima tanto frente a su sustrato éptimo, el MUF heptanoato, como hacia el MUF oleato, un
sustrato de cadena larga sobre el cual Lip 1.3 wt practicamente no tiene actividad. En el
Capitulo 4 se comprobé que Lip 1.3 no es capaz de hidrolizar triglicéridos con acidos grasos de
cadena larga. Es probable que las variantes de Lip .3 que presentaron actividad aumentada
sobre MUF oleato también presenten mayor actividad sobre trioleina y otros triglicéridos con
acidos grasos de cadena larga, aunque esto no ha sido demostrado. En particular, se pudo
observar que la mutante G152L de Lip 1.3 presenta mayor actividad hidrolitica frente a MUF
oleato que la Lip 1.3 nativa. En esta mutante se sustituye en la posicion 152 el aminoacido
glicina, presente en la Lip I.3 nativa, por el aminoacido leucina, el cual se encuentra en PML.
Por lo tanto este cambio podria ser una de las causas estructurales de la diferencia de
actividad sobre los sustratos de cadena larga entre Lip 1.3 y PML. La lipasa de S. marcescens
Sr41 8000 también presenta el aminoacido glicina en la posicion 152,"** lo que apoya esta
hipétesis.

En el estudio de los mutantes por saturacidn se utilizé un método de cribado rapido, el
cual permite analizar numerosos clones simultdneamente. Este ensayo es muy util para la
deteccion de los mejores mutantes; sin embargo, para confirmar los resultados obtenidos, se
deberan realizar ensayos mds controlados. Se realizara la purificacién de las enzimas mutantes
para el estudio mas profundo de sus propiedades cataliticas.

Por otro lado, los resultados obtenidos abren el camino para nuevas modificaciones.
Se ha construido ya el doble mutante Lip 1.3 G152L/S154T, cuya actividad serd analizada en
breve. Como se menciond anteriormente, la construcciéon del mutante S118T podria aportar
mas informacidn sobre la incorporacién de Cal, por lo que resulta interesante el estudio de
sus propiedades. Ademas, se podran combinar otras mutaciones para mejorar aun mas las
propiedades de esta enzima y profundizar en el conocimiento de la relacién estructura-
actividad dentro de la subfamilia I.3. Por Ultimo se analizara la utilidad biocatalitica de todas
las variantes generadas en diversas aplicaciones sintéticas y en la industria del biodiesel
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Conclusiones y perspectivas

Este trabajo de tesis se centrd en el estudio y modificacién de las propiedades
biocataliticas de la lipasa Lip 1.3, proveniente la bacteria Pseudomonas sp. CR-611, aislada de
un suelo subtropical de Puerto lguazu, Argentina. Esta lipasa pertenece a la subfamilia 1.3 de
las lipasas, la cual ha sido mucho menos estudiada que las subfamilias 1.2 y 1.3, donde se
agrupan otras lipasas provenientes del género Pseudomonas. Los resultados obtenidos en el
transcurso de este trabajo han aportado significativamente al conocimiento sobre uno de los
integrantes de la subfamilia 1.3, ampliando los horizontes del conocimiento en esta area.

Como primer objetivo, se desarrollaron métodos de produccidon y purificacion para la
lipasa Lip 1.3 de Pseudomonas sp. CR-611. Inicialmente se purificd la enzima a partir de la cepa
E. coli (pGEMT Lip 1.3), que la produce en forma de cuerpos de inclusidn. Por ello fue necesario
utilizar un método que permitiera recuperar la enzima a partir de éstos. En base a los
resultados obtenidos por Kojima y colaboradores,'* se desarrollé un método adecuado, que
permitié recuperar la enzima en forma activa y con muy pocas proteinas contaminantes.
Posteriormente se logré un mayor grado de pureza utilizando tanto cromatografia de
intercambio idnico como la purificacidén por afinidad. A pesar de que deben realizarse ajustes
para mejorar los rendimientos obtenidos, el método de purificacidn por afinidad permite
obtener la enzima con un elevado nivel de pureza de manera sencilla y directa, por lo que
podria resultar un método muy conveniente para esta purificacion.

Si bien la purificacion a partir de los cuerpos de inclusién permitié obtener preparados
de Lip 1.3 adecuados para su estudio, el método resultaba tedioso y consumia grandes
volimenes de soluciones acuosas. Por este motivo, se desarrollaron nuevos sistemas de
expresion para Lip 1.3, con el objetivo de producirla en forma soluble. Se llevé a cabo el
desarrollo de un sistema de expresidon en Pichia pastoris, pero no fue posible detectar
produccién de la lipasa Lip 1.3 en los sobrenadantes. A pesar de los numerosos ensayos
realizados no se logré determinar las causas de este fallo. Sin embargo, se logré con éxito la
expresion de Lip I.3 utilizando como huésped la cepa Pseudomonas aeruginosa PAO1 AlipH. La
presencia de un sistema de secrecidn del tipo | en esta cepa permite el reconocimiento de
Lip 1.3 para su exportacién al sobrenadante del medio de cultivo, lo que facilita enormemente
su purificacién posterior. Este desarrollo fue clave para permitir la aplicacion de métodos
cribado de alto rendimiento, necesarios para analizar las numerosas variantes producidas
mediante mutagenesis por saturacion.

Una vez obtenida la lipasa Lip I.3 en forma pura, fue posible realizar su caracterizacién.
Se determind que se trata de una lipasa aciddfila, con un pH éptimo de 5,5, siendo la primera
lipasa acidéfila perteneciente a la subfamilia 1.3 que ha sido reportada.’® La temperatura
Optima es de 30 2C, manteniendo buena actividad entre 20 y 40 2C. A 30 2C, la enzima
mantiene un 60 % de su actividad tras una hora de incubacién. La presencia de calcio es
necesaria para su actividad, alcanzandose la maxima actividad a concentraciones de este ion
de 20 mM. Los sustratos sobre los que presenta mayor actividad son los derivados de pNP y
MUF de cadena media, en particular el pNP-caproato y MUF-heptanoato. Pese a que el
modelado de la estructura tridimensional de Lip 1.3 reveld la presencia de 2 lids, similares a las
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encontradas en la estructura de PML, en la hidrélisis de MUF heptanoato Lip |.3 presentd una
cinética tipo Michaelis-Menten, sin la activacion interfacial tipica de muchas lipasas. Para esta
reaccion, en las condiciones O6ptimas de ensayo, se obtuvo una V.., aparente de
2,48+0,75x10°Umg™" y una K., aparente de 382 +47 pmol-I*, y un valor de Kcat de
8,0+ 2,4 min, constantes cinéticas cercanas a las descritas para otras lipasas con actividad
sobre sustratos de similares caracteristicas.'***?

Se estudiaron diversos compuestos que podrian afectar la actividad de la enzima
Lip I.3. Se determind que la presencia de Tritdn X-100®, a concentraciones de hasta casi 1 %,
activa a la enzima, probablemente debido a que evita la formaciéon de agregados. El
Tritdon X-100® presenta también un efecto positivo en el almacenamiento a largo plazo a
4 y -20 °C, permitiendo que se mantenga la actividad cerca del 100 % incluso después de
22 dias de almacenamiento. Tanto la urea como el SDS influyen negativamente en la actividad
de la enzima. En cambio el PMSF, inhibidor especifico de Serina-hidrolasas, no afecta su
actividad. Esto puede deberse a factores estructurales, que no permiten que el PMSF ingrese al

sitio activo,117'198'2°0

gue son probablemente la causa de su preferencia por sustratos de
tamafio medio y su baja actividad sobre sustratos mas voluminosos. Lip 1.3 tampoco se ve
afectada por la mayoria de los iones metalicos ensayados, siendo la excepcidn los iones hierro,
cobre, zinc, mercurio y cadmio, que inhiben fuertemente su actividad. Niquel, manganeso y

cobalto producen tan sélo una inhibicion moderada de la lipasa Lip I.3.

Con el objetivo de ampliar el repertorio de biocatalizadores con actividad lipolitica
disponible, se realizd en este trabajo la busqueda de nuevas enzimas lipoliticas en muestras
metagenomas de ambiente. Se utilizaron métodos de cribado en base a la actividad, dado que
presentan el potencial de permitir la deteccién de biocatalizadores novedosos, radicalmente
distintos a los descritos previamente. Se realizd la extracciéon y purificaciéon del ADN de dos
ambientes, uno contaminado y otro libre de contaminacién. Si bien para el ambiente no
contaminado se logrd desarrollar un método de purificacion de ADN adaptado a sus
caracteristicas, no fue posible obtener la cantidad suficiente de ADN para construir genotecas.
A partir de las genotecas de ADN metagendmico proveniente del ambiente contaminado se
recuperaron numerosos clones positivos, entre los que se identificaron una carboxipeptidasa,
y una transpeptidasa, las cuales podrian llegar a ser responsables de la actividad lipolitica
observada. Se realizara en el futuro el clonado de estos genes para comprobar esta hipdtesis y
evaluar su posible aplicacion como biocatalizadores.
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Aunque se detectaron genes de dos enzimas con posibilidad de mostrar actividad
lipolitica, el analisis funcional de la genoteca construida no permitié detectar ninguna enzima
gue tuviera relacién con enzimas lipoliticas reportadas. Por otro lado, la construcciéon de
genotecas a partir de metagenomas requirié de un considerable esfuerzo para la optimizacién
de las condiciones de extraccion y purificaciéon del ADN. A pesar de tratarse de dos muestras
muy similares, el método desarrollado para la purificacién de ADN a partir de una de ellas no
tuvo éxito con la otra, por lo que fue necesario un nuevo desarrollo. Esto es comun en la
obtencidn de metagenomas, y ha sido sefialado que los métodos disponibles para la extraccion
de ADN requieren ser optimizados en cada caso,”** con resultados inciertos. A pesar de lo
atrayente que resulta la exploracidon de la amplia diversidad existente en los suelos y en los
sedimentos de cursos de agua, requiere un gran esfuerzo la recuperacion de biocatalizadores a
partir de los mismos. Algunos ambientes, por ejemplo los ambientes acudticos, permiten la
recuperacion mas sencilla del ADN, aunque la diversidad es menor que en los suelos y

sedimentos.’®

Se requiere aun mayor investigacion en los métodos de aislamiento y
purificacién de ADN metagendmico a partir de suelos y sedimentos para superar los retos que
éstos presentan. El reciente avance en el secuenciado de genomas completos de

198,216-217 9394216 hrovee un gran caudal de informacién que

microorganismos y de metagenomas
podria ser aprovechada mas facilmente para la busqueda de nuevos biocatalizadores, si bien
sélo permiten detectar enzimas relacionadas con las ya conocidas. A pesar de los grandes
avances realizados, el descubrimiento de nuevos biocatalizadores aun presenta numerosos
desafios, los cuales deberan ser superados para poder acceder a todas las posibilidades que

nos ofrece la naturaleza.

A pesar de los problemas enfrentados en el descubrimiento de nuevos
biocatalizadores a partir de metagenomas, paralelamente al desarrollo de este trabajo nuestro
grupo identificé nuevas lipasas en microorganismos aislados de distintas fuentes. En el estudio
de los endofiticos de la especie Fortunella margarita (quinoto o kumquat), se encontré una
cepa de Aureobasidium pullulans con alta actividad lipolitica. Esta cepa produce una lipasa
extracelular, que presenta un interesante potencial como biocatalizador. A partir de una
muestra de suelo proveniente de la Antartida, se aisld la cepa R06, relacionada al género
Janibacter, la cual también produce una lipasa extracelular. Estas dos lipasas, junto con Lip .3,
fueron estudiadas en su aplicacion a la sintesis de biodiesel y la derivatizacién del glicerol. CQA
y RO6 presentaron una interesante selectividad hacia la monoacilacién en la esterificacion de
1,3-propanodiol, a diferencia de las enzimas comerciales utilizadas como control, CAL-A y PSL,
que dieron mayoritariamente el producto diacilado. Esta selectividad podria tener aplicacion
en procesos sintéticos. Lip 1.3 no presenté buenos resultados en las reacciones analizadas.

Ademas, se analizé la actividad de Lip 1.3 frente a cuatro sustratos descritos por Naik y

2
colaboradores,””’

que permiten comparar la conformaciéon del sitio activo con lipasas
comerciales. El sustrato frente al cual Lip I.3 presentd mejor actividad fue el a-metilbencil
butirato, que al igual que los derivados de MUF y pNP, es un éster de un alcohol aromatico, lo
cual puede ser interesante desde el punto de vista biocatalitico. Se deberdn realizar ensayos
con mas sustratos para establecer las preferencias y las posibles aplicaciones biocataliticas de
Lip 1.3. Esto se verd facilitado por el desarrollo del sistema de expresiéon de Lip .3 en
Pseudomonas aeruginosa PAO1 AlipH, que permitira obtener las cantidades de enzima

necesarias de forma mucho mas simple que el sistema basado en E. coli.
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Durante los ensayos de aplicaciones biocataliticas se observé que Lip 1.3 no es capaz de
transesterificar ni hidrolizar triglicéridos conteniendo acidos grasos de cadena larga, lo cual
estd de acuerdo con su preferencia de sustrato. Dado que esta caracteristica no es adecuada
para determinadas aplicaciones biocataliticas, como por ejemplo la sintesis de biodiesel, nos
planteamos la utilizacion de métodos de ingenieria genética para extender el rango de
sustratos aceptados por Lip I.3 hacia sustratos con largos de cadena mayores. En base al
modelo tridimensional de Lip |.3 se seleccionaron 3 aminodcidos voluminosos que podian estar
bloqueando el tunel de entrada al sitio activo: Y29, F166 y W310. Por otro lado, de acuerdo a
trabajos anteriores,™ se seleccioné también el aminoacido N344. Se realizd mutagenesis por
saturacidon en los cuatro aminodcidos seleccionados. Para todos ellos fue posible obtener
variantes con actividad aumentada sobre sustratos de cadena larga, aunque las posiciones 29 y
310 presentaron mayor influencia en la actividad que las posiciones 166 y 344. Los mutantes
Y29C, Y29T, W310M, W310F y W301Q, presentaron actividades sobre MUF oleato entre 133%
y 142 % de la actividad de Lip I.3 wt. Mediante el modelado de la estructura tridimensional de
los mutantes se comprobd que las mutaciones incorporadas aumentan el espacio disponible
para el sustrato en al ingresar al sitio activo, lo que explica claramente el aumento de
actividad.

En este trabajo de tesis fue posible comprobar en distintas oportunidades que la
similitud de secuencia entre Lip I.3 y otras lipasas de la subfamilia 1.3 no siempre se refleja en
las propiedades biocataliticas. Se realizaron ensayos de mutagenesis sitiodirigida para
establecer la influencia de estas pequenas diferencias en la actividad. En particular, dado que
una de las diferencias observadas entre PML. SML y Lip I.3 es la presencia o ausencia de
activacion interfacial, se restringieron las mutaciones a la zona del Lid 1, descrito como

funcional en PML.*!

Se encontrd que las mutaciones G152L y S154TG producen un aumento
de actividad con respecto a la Lip I.3 wt, tanto en la hidrélisis de MUF heptanoato, sus sustrato
Optimo, como en la hidrdlisis de MUF oleato. G152L presenta mas del doble de actividad sobre
MUF heptanoato que Lip .3 wt, mientras que sobre MUF oleato el aumento es de mas de 5
veces. En el caso de S154T los resultados son aun superiores, observdndose un aumento
mayor a 5 veces para el MUF heptanoato y de casi 11 veces para el MUF oleato. Si bien para
estos mutantes no fue posible establecer con certeza relacién entre la mutaciéon introducida y
el aumento de actividad, en el caso de S154T podria deberse a que esta mutacion restablezca
el sitio de unién del Cal, el cual funciona como punto de anclaje del Lidl. Los resultados
comprueban que audn un pequeio cambio por aminoacidos muy similares, como son serina y
treonina, puede producir una gran diferencia en la actividad de estas lipasas. No fue posible en
estos ensayos encontrar dentro de las mutaciones realizadas ninguna que explicara la
diferencia en activacion interfacial entre Lip 1.3 y PML; sin embargo, se comprobd que las
posiciones 152 y 154 presentan gran influencia en la actividad y en la especificidad de sustrato.
Estos resultados sugieren que el Lidl puede ser un sitio diana interesante para futuras
modificaciones.

Los resultados obtenidos permitieron profundizar mas en el conocimiento de la
relacidn estructura actividad dentro de la subfamilia 1.3 de las lipasas, aportando una base de
conocimiento para el futuro desarrollo del area. En conjunto, las observaciones documentadas
en esta tesis contribuyen a aumentar el conocimiento sobre las caracteristicas de las lipasas
pertenecientes a la subfamilia 1.3, un terreno que habia sido poco explorado previamente.
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Metodologia

Métodos microbiologicos

La triptona para la preparacion de medios de cultivo fue comprada de FisherBiotech o
de Amresco. El agar, el extracto de levadura y la base nitrogenada de levadura fueron
adquiridos de Difco y los casaminodcidos de Becton Dickinson. El trioctanoilglicerol, la
ampicilina, el cloranfenicol y el medio Agar tributirina se obtuvieron de Sigma-Aldrich. Las sales
para los medios de cultivo se adquirieron de Fluka, Sigma-Aldrich y Drogueria Industrial. El
aceite de oliva proviene de Cousa.

Tabla 12: Cepas utilizadas

Referencias y
proveedor

Genotipo o caracteristicas

E. coli 5K F r,. my rpsL thr thileu lacZ 218

F" mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) $80lacZAM15
E coli TOP 10 (Invitrogen) AlacX74 nupG recAl araD139 A(ara-leu)7697 galE15 219, Invitrogen
galK16 rpsL(Str") endA1 N’

PichiaPink™ cepa 1 ade2 175, Invitrogen
PichiaPink™ cepa 2 ade2, pep4 175, Invitrogen
PichiaPink™ cepa 3 ade2, prbl 175, Invitrogen
PichiaPink™ cepa 4 ade2, prbl, pep4d 175, Invitrogen

Pseudomonas aeruginosa PAO1

AlipH PW5805 lipH(PA2863)-C01::I1SphoA/hah 177,210,220

Cepa con alta actividad lipolitica aislada de suelo de

. , . 82
bosque subtropical de Puerto Iguazu, Argentina

Pseudomonas sp. CR-611

Pseudomonas putida KT2440 rmo mod" 221-223

Se utilizaron técnicas estandar de microbiologia para el manejo de todas las cepas.
Para el cultivo de las cepas de E. coli y de Pseudomonas se utilizé el medio Luria Bertani (LB)***
en forma liquida o en placa (en presencia de agar bacterioldgico al 1,5 %). Para las cepas
conteniendo pldsmidos con resistencia a antibidticos se afadid también ampicilina en una
concentracién de 50 pg/mL o cloranfenicol en concentraciones de 100 pg/mL o 400 pg/mL. Los
cultivos de E. coli fueron incubados a 37 °C, los de Pseudomonas a 37 o 30 °C. El
mantenimiento a corto plazo de las cepas se realizd mediante cultivos en placa, las cuales
fueron selladas con Parafilm® y almacenadas a 4° C. El mantenimiento a largo plazo se realizd
almacenandolas a -80 C en caldo LB con glicerol al 15 %. Para las cepas de PichiaPink" se

utilizaron las condiciones recomendadas en el manual publicado por el proveedor."”

Pagina |88



Yo o 1 o] USSR 182 g

Agar bacteriolOgiCO .....ccuvvviviiiiiieiee e 15 g
H,0 destilada .....ccovevveeiiiiiiieiieee e csp. 800 mL
Se autoclava y se agrega
Dextrosa 20 % eSteril......cccivvcieeiiiciee e 100 mL
Base nitrogenada de levadura 10x estéril.................. 100 mL

Se reparte en placas de petri estériles.

THIPTONA e 5¢g
EXtracto de Carne ......cooccveeeeeciiee et e 3g
V- [ SRR 4g
Hy0 destilada ... csp 1000 mL
Se ajusta a pH 7 y se agrega:
Aceite de 0liva ..ocuveeiicciiic 10 g
Leciting de SOJa ..ccccueieeeecieie e lg
Agar bacteriolOgiCo.....ccovveeciiieeeciee e 15 g

Se autoclava, se termostatiza a 60 2C vy se agrega:
Rodamina al 0,1% eStéril......cccovvvvveviieiiiiirreeeeeeenn, 5 mL
Se agita enérgicamente, y se deja enfriar agitando periédicamente.
Una vez que alcanza 45 - 50 2C si es necesario se agrega:
Ampicilina (50 mg/mL) estéril .......ccc.cccvrennen. 4 mL
Se agita enérgicamente y se reparte en placas de petri estériles.

Agar tributiring ....cvvee e 20 g
GOmMa ardbiga ....c.vvveeeiiiiece e 15¢g
Trioctanoilglicerol .......cccoviiiiii e, 10 g
H50 destilada .....eeeeeeeeeee csp 1000 mL

Se autoclava, se termostatiza a 60 2Cy se agrega:
Rodamina al 0,1% eSteril ......cuuevvveiiievirreeeeeee e, 5 mL
Se agita enérgicamente, y se deja enfriar agitando periédicamente.
Una vez que alcanza 45 - 50 2C si es necesario se agrega:
Cloranfenicol (100 Mg/ML) ..c..oevvveeecreeeiieeereeeeneeenns 4 ml
Se agita enérgicamente y se reparte en placas de petri estériles.
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Agar tributiring ..ocuvveeecee e 20 g

GOMa ardbiga ....c.ceveeeiieieee 15¢g
Aceite de OliVa ...ccuvieeiciee e 10 g
H,0 destilada .....ccoecvveeiiiiiiiiiicieee e csp 1000 mL

Se autoclava, se termostatiza a 60 2C y se agrega:
Rodamina al 0,1% eSteril ......ccoevuumeeeenae 5 mL
Se agita enérgicamente, y se deja enfriar agitando periddicamente.
Una vez que alcanza 45 - 50 2C si es necesario se agrega:
Cloranfenicol (100 Mg/ML) ..cceevvveeeirieeiieeeieeeeiieens 4 ml

Se agita enérgicamente y se reparte en placas de petri estériles.

NaHPO, aNN oot 558 g
KH2P O ettt 3g
NHACT o e e e e e e lg
NV [ O UPTPSPNE 05¢g
CasamMIiNOACIAOS.....cccevveiiiiieieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee et e e eeeees 25¢g
H,0 destilada .....ccoocvveeiieiiieiiiee e csp 980 mL
Se autoclava, se termostatiza a 50 2C y se agrega:

Glucosa 20 % €StEril.....ccevvcieriiieeeee e 20 mL

MgS04 1M €StEril.....eiiiiiiiiiiieeiieerec e 200 pL

(0= 1O P 1Y =1 o] o | 27,2 uL

Se reparte en placas de petri estériles.
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Para la expresion de proteinas en Pichia pastoris se utilizé el sistema de expresidon
PichiaPink™(Invitrogen). Se siguieron los procedimientos indicados por el fabricante en el
manual correspondiente'’” para el mantenimiento de las cepas, la transformacion de P.
pastoris y la expresion de proteinas, con algunas modificaciones.

La transformacién se realiza utilizando un electroporador MicroPulser (BIORAD). La
preparacion de células competentes se realizé segun el protocolo sugerido por el fabricante
del equipo.?*®

Preparacién de células competentes de P. pastoris

A partir de las cepas PichiaPink™ 1, 2, 3 y 4 conservadas a -80 2C se inocularon placas
de YPD agar®®y se incubaron a 28 2C por 72 hrs. A partir de colonias aisladas se inocularon 10
mL de YPD, incubdndose a 28 2C y 200 rpm por 48 hrs. Se inocularon 100 mL de YPD con el
precultivo. Se utilizaron 0,5 mL de precultivo para las cepas 1, 2y 3, y 1 mL de precultivo para
la cepa 4, dado que ésta presenta un crecimiento mas lento. Se incubaron las cepas hasta un
ODgg de 1,3 —1,5. Se centrifugaron los cultivos a 1500 xg a 4 2C por 5 min. Luego se lavaron las
células 2 veces con 125 mL de agua destilada estéril fria y se centrifugaron nuevamente en las
mismas condiciones. Se lavaron una vez mas las células con 50 mL de agua destilada estéril fria
y se centrifugaron nuevamente a 1500 xg a 4 2C por 5 min. Se resuspendieron las células en 10
mL de sorbitol 1M frio y se centrifugaron nuevamente. Por ultimo se resuspendieron en 300 pL
de sorbitol 1M frio y se repartieron alicuotas de 80 pL en tubos eppendorf estériles, que
fueron mantenidas en hielo hasta el momento de ser usadas.

Transformacién de P. pastoris

Las células competentes deben ser transformadas el mismo dia en que se preparan. A
la alicuota de 80 pL conteniendo las células se le agregaron 5 — 10 ug de ADN y se incubd en
hielo por 5 min. Para cada cepa se realizd ademas un control negativo, utilizando agua en lugar
de ADN y un control positivo, utilizando el plasmido pPINKaHC linearizado con Spe I. La mezcla
de células y ADN fue transferida a una cubeta de electroporacién de 2 mm previamente
enfriada en hielo. Se llevé a cabo la electroporacion aplicando un pulso de 2 kV después del
cual se agregd 1 mL de caldo YPD con sorbitol 1M y se mezcld por inversion. Las células
electroporadas fueron incubadas a 28 2C por 2 hrs y luego se realizd la seleccion de las
transformantes en medio ADM, incubandolas a 28 2C por 48 - 96 hrs. Una parte de las colonias
blancas fue transferida a nuevas placas de ADM para su propagacion y conservacion.
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Andlisis de las transformantes de P. pastoris mediante PCR

Se extrajo el ADN de los clones recombinantes utilizando el método indicado por el

175

proveedor (Genomic DNA isolation from PichiaPink for PCR analysis™"”). Para la extraccion se

utilizaron bolitas de vidrio de 0,5 mm (Biospec). Una vez obtenido el ADN, se analizaron las

175 utilizando un

condiciones de PCR mostradas en la Tabla 13, sugeridas en el manual del kit
volumen total de 25 plL en lugar de 50 pL, para amplificar el gen de Lip 1.3 a partir del ADN
gendmico de los clones. Se utilizé como control positivo el plasmido pPINKaHC-Lip 1.3 y como

control negativo una cepa de P. pastoris transformada con el plasmido pPINKaHC sin inserto.

Tabla 13: Condiciones de PCR analizadas para la amplificacion del gen Lip 1.3 a partir de muestras de ADN
provenientes de los clones de P. pastoris. Se muestran también los controles positivos utilizados.

Muestras

ADN gendmico clones P. pastoris
Control positivo: pPINKaHC-Lip 1.3

Primers

5" AOX1 (Macrogen, 500 ng/uL)
3’ CYC1 (Macrogen, 500 ng/uL)

Taq polimerasa 1
(Invitrogen)

ADN gendmico clones P. pastoris
Control positivo: pPINKaHC-Lip I.3

5" AOX1 (Macrogen, 500 ng/uL)
3’ CYC1 (Macrogen, 500 ng/uL)

Taq polimerasa 2
(Invitrogen), se usa un lote
distinto al método 1

ADN gendmico clones P. pastoris
Control positivo: pPINKaHC-Lip 1.3

a-factor (Macrogen, 500 ng/uL)
3" CYC1 (Macrogen, 500 ng/uL)

Taq polimerasa 2
(Invitrogen)

Control positivo: pPINKaHC-Lip I.3

a-factor (Invitrogen, 500 ng/uL)
3’ CYC1 (Invitrogen, 500 ng/uL)

Taqg polimerasa 2
(Invitrogen)

Control positivo: pPINKaHC-Lip 1.3

5" AOX1 (Macrogen, 500 ng/uL)
3’ CYC1 (Macrogen, 500 ng/uL)

Taq polimerasa 3
(Invitrogen), se usa un lote
distinto a los métodos 1 a 4

Lipl.3 PP2 Fwd (Macrogen, 500 ng/uL)
Lipl.3 PP2 Rev (Macrogen, 500 ng/uL)

Taq polimerasa2y 3

6 Control positivo: pPINKaHC-Lip 1.3 (Invitrogen)

CP1 Fwd (Macrogen, 500 ng/uL)
CP1 Rev (Macrogen, 500 ng/uL)

Taq polimerasa 2y 3

7 PPINK-CP (Invitrogen)

Se utilizé en todos los casos el ciclo de PCR que se muestra en la figura 62. Este ciclo de
PCR se habia utilizado con éxito en la amplificacidn del gen Lip |.3 a partir de pPINKaHC-Lip I.3.
Se realizaron en cada caso los correspondientes controles negativos No fue posible obtener
amplificacion ni para las muestras ni para los controles positivos con ninguno de los métodos
descritos.

25 repeticiones

94 °C 94 9C
2min 1min 722C 722C
s50C 1min 7 min

1 min

Figura 62: Ciclo de PCR utilizado para amplificar las muestras de ADN gendmico
provenientes de los clones de Pichia pastoris
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Ensayos de expresion de las transformantes de P. pastoris
Se siguid el procedimiento descrito por el proveedor'” con modificaciones. En frascos

175 se inocularon los clones

Erlenmeyer de 125 mL conteniendo 10 mL de medio BMGY
transformantes de P. pastoris. Se utiliz6 como control negativo un clon transformado con el
pldsmido pPINKaHC linearizado. Los cultivos se incubaron a 28 2C y 170 rpm por 24 hrs. Los
cultivos fueron transferidos a tubos Falcon de 50 mL y centrifugados por 5 min a 1500 xgy T
ambiente. El medio fue decantado y se agregé 1 mL de BMMY." Las tapas de los tubos Falcon
fueron sustituidas por 4 — 6 capas de gasa estéril y se incubaron nuevamente a 28 2C y 170
rom. A las 24 hrs se tomd una muestra de 100 uL de cada tubo. Estas muestras fueron
centrifugadas, separdndose por un lado las células y por otra el sobrenadante. Se agregaron a
los cultivos 100 pL de metanol 40 % y se volvieron a incubar a 28 2Cy 170 rpm. A las 24 hrs se
centrifugaron los cultivos por 10 min a 1500 xg y T ambiente. Los sobrenadantes fueron
transferidos a tubos eppendorf. Se guardaron todas las muestras a -20 2C hasta su analisis por

SDS-PAGE y zimograma.

Métodos moleculares

Salvo en los casos que se indica, se utilizaron técnicas estandar de biologia molecular®**
para la manipulacion de ADN y de proteinas. Se utilizd agarosa (Sigma-Aldrich) para las
corridas electroforéticas y se empled buffer Tris-Borato-EDTA (TBE) 0.5X. Los geles se tifieron
con bromuro de etidio (Sigma-Aldrich). Se utilizd Gene Ruler 1Kb DNA LADDER (Fermentas)
como marcador de peso molecular y como estandar en la cuantificacion de ADN. Los
oligonucledtidos empleados para la amplificacion de las secuencias gendmicas y su
secuenciaciéon fueron obtenidos de Macrogen, de Sigma o en los casos sefialados de
Invitrogen. Para las reacciones de PCR se emplearon como polimerasas Taq (Invitrogen),
Kappa2G Robust (KappaBiosystems) y Phusion High Fidelity DNA polymerase (New England
Biolabs). En cada caso se usaron los reactivos suministrados por el proveedor y los dNTPs de
New England Biolabs. Las enzimas de restriccion fueron adquiridas de New England Biolabs o
de Fermentas, utilizandose los buffers suministrados por el proveedor. Otras enzimas
empleadas fueron RNAsa A (Amresco), Lisozima (Sigma-Aldrich) y proteinasa K (New England
Biolabs).

Método 1

Se realiz6 un cultivo de toda la noche (ON) de E. coli 5K (pGEMTLipl.3) y se centrifugd a
8000 rpm y 4 oC por 15 min. Las células fueron resuspendidas en 5 mL de buffer Tris-HCI (pH 7)
50 mM vy lisadas utilizando ultrasonido a 50 W y 0,9 s (2 veces, 2 min cada vez). Los lisados
celulares fueron centrifugados a 8000 rpm y 4 2C por 15 min. Se recuperaron tanto los
extractos celulares (sobrenadante) como los restos celulares particulados que fueron
resuspendidos en buffer Tris-HCI 50 mM, pH 7.
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Método 2

Se realizd un cultivo de toda la noche (ON) de E. coli 5K (pGEMTLipl.3) y se centrifugd a
8000 rpm y 4 2C por 15 min. Las células fueron lavadas con 5 mL de buffer Tris-HCI (pH 7) 50
mM y centrifugadas nuevamente a 8000 rpm y 4 2C por 15 min, para luego ser resuspendidas
en buffer Tris-HCI (pH 7) 50 mM, conteniendo cantidades variables de urea entre 1 y 8M. Las
suspensiones fueron lisadas utilizando ultrasonido a 50 Wy 0,9 s (2 veces, 2 min cada vez). Los
lisados celulares fueron centrifugados a 8000 rpm y 4 2C por 15 min. Se recuperaron tanto los
extractos celulares (sobrenadante) como los restos celulares particulados que fueron
resuspendidos en buffer Tris-HCI (pH 7) 50 mM. Se analizaron las muestras por hidrélisis de
MUF butirato en papel de filtro, utilizando como control negativo la extraccién de la cepa E.
coli 5K y como control positivo la extraccion de la cepa E. coli 5K (pGEMTLipl.3), ambas
realizadas por el Método 1.

Método 3

Se utilizd el método descrito por Kojima y colaboradores** con las modificaciones que
se indican a continuacidn. Se utiliza la cepa E. coli 5K (pGEMT Lipl.3) para la produccién de la
enzima. Tras recuperar las células por medio de centrifugado se utilizé una prensa de French
para romper las células, aplicando 1000 psi de presién por 1 min dos veces a cada muestra.
Alternativamente se utilizé ultrasonido (5 pulsos de 30 seg. con intervalos de 30 seg., ciclos de
2,5 seg./1 seg. a 20 % de amplitud). Los pasos de didlisis se realizaron cambiando el buffer de
didlisis 3 veces, y permitiendo el intercambio de solutos por al menos 3 hrs. cada vez. Luego de
dializar las muestras éstas fueron concentradas utilizando filtros Amicon 15 Ultracel 3K. La
suspension obtenida al final de este procedimiento se denomina extracto crudo.

Método 4

Se utilizaron las cepas Ps. aeruginosa PAO1 (pBBR1MCS Lip 1.3) y Ps. aeruginosa PAO1
(pBBR1IMCS Lip I.3,,:) para producir la enzima nativa y las mutantes respectivamente. Se
realizaron cultivos de las distintas cepas en LB conteniendo 400 pg/mL de cloranfenicol, los
que fueron incubados a 30 °Cy 180 rpm por 48 hrs. Se centrifugaron a 8000 rpm y 4 2C por 15
min, descartando el pellet. Para los analisis de cribado de alto rendimiento se realizaron
precultivos en placas deep well de 2 mL conteniendo 1 mL de LB cloranfenicol (400 pg/mL), los
cuales fueron incubados a 30 °C y 180 rpm por 48 hrs. A las 24 hrs se tomaron 100 plL de cada
precultivo y se inocularon 900 pL de LB con cloranfenicol 400 pug/mL, también en placas deep
well. Los cultivos fueron incubados por 48 hrs a 30 2C y 180 rpm. Se centrifugaron las placas a
4000 rpm por 30 min a 4 eCy se tomaron dos alicuotas de 250 pL del sobrenadante, las cuales
fueron almacenadas a 4 2C para su posterior andlisis.

Método 1: Cromatografia de intercambio idnico

Se utilizé un purificador de proteinas AKTA (Amersham Biosciences) controlado
mediante el software UNICORN v. 4.12 con detector UV, equipado con una columna de
intercambio anidnico Tricorn MonoQ 5/50. El programa utilizado y las variables que lo definen
se indican en la tabla 14. Para la cromatografia se utilizan los tampones indicados en la tabla
15.
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Tabla 14: Programa IEX PP para intercambio idnico y las variables que lo definen

Método: IEX PP
Variables:
® Column MonoQ_5/50_GL ® Wash_InletA Off ® Wash_InletB Off

® Column_PressureLimit

® Flow_Rate 1.00 (ml/min) ® Averaging_Time_UV 1.30

4.000 (MPa)
® Start_ConcB 0 (%B) ® Equilibrate_with 5 (CV) ® System_Pump Normal
® System_PressLevel 0 ® System_MinFlow 0 ® Flowthrough_FracSize 2
(MPa) (ml/min) (ml)

® Wash_column_with 2

® Empty_loop_with 5 (ml) (V)

® UV_Mode Slope

. o .
m?nieakWIdth o0 * level0(mAU) e Peak_Start_Slope600.000
(mAU_/min)_
Peak_End_Slope
575.000(mAU/min)

® FEluate_Frac_Size 0.4 (ml) ® Peak_Frac_Size 0.3 (ml)
® Length_of Gradient 20.00
(base)

® Reequilibrate_with 5.00
(cv)

® Gradient_Delay 5.00 (ml)

® Clean_with 5 (CV) ® Target_ConcB 100 (%B)

Tabla 15: Tampones utilizados para la cromatografia de intercambio idnico

Ne Buffer de comienzo Buffer de elucidn Concentracion de
(B) P Triton X-100° (%)
1 6 0
2 . Tris:HCI 20 mM + 7 0
3 Tris-HCl 20 mM NaCl 1 M - 0.2
4 7 0,5

Método 2: Purificacién por afinidad

La inmovilizacién de la enzima en el soporte hidrofébico EP100 (soporte microporoso
de polipropileno, AKZO Novel, Holanda) se realizé a pequeia escala, segun protocolo descrito
por Alarcon'’ con ligeras modificaciones. Se tomé una muestra de 1100 pL del extracto crudo
obtenido por el Método 1 (ver Extraccién de Lip 1.3 y preparacion del extracto crudo) y se
centrifugd a 12000 rpm por 20 min a 4 2C. 1 mL del sobrenadante se agregé a 10 mg de EP100
humedecido previamente con 30 pL de EtOH absoluto. Se agitd por inversidon a temperatura
ambiente y extrayendo periédicamente muestras de 20 plL que se guardaron a 4 2C. Una vez
transcurridas 24 hrs se analizé la actividad de las muestras. Para la recuperacién del soporte se
realizo orificio en el fondo del tubo Eppendorf, se colocd éste dentro de otro tubo similar y se
centrifugd a baja velocidad por 10 segundos. El soporte recuperado fue secado al vacio.

La elucidon de la enzima se logré utilizando 200 uL de agua con Tritén X-100® al 0,5 % o
buffer acetato 50 mM pH 5,5 con 10 mM CaCl, y Tritéon X-100® al 0,5 % y agitando por
inversion a 4 °C.
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Se inoculan 2 tubos con 6 mL de medio M9-GC cada uno con una colonia de la cepa
Aureobasidium pullulans CQA y se incuban a 30 2C y 200 rpm de un dia para el otro (ON). Al
otro dia se inoculan 200 mL de M9-GC con 10 mL del precultivo y se incuba el cultivo a 30 2Cy
200 rpm de un dia para el otro (ON). Se centrifugan el cultivo a 5000 rpm y 4 2C por 20 min. El
sobrenadante se transfiere a un balén de 1000 mL y se congela en bafio de EtOH, en rotacidn
para aumentar la superficie. Se almacena a -20 2C por 72 hrs y luego se liofiliza.

Se inoculan 2 tubos con 6 mL de medio M9-GC cada uno con una colonia de la cepa
Staphylococcus hominis R06 y se incuban a 30 2C y 200 rpm de un dia para el otro (ON). Al otro
dia se inoculan 200 mL de M9-GC con 10 mL del precultivo y se incuba el cultivo a 30 2Cy 200
rom de un dia para el otro (ON). Se centrifugan el cultivo a 5000 rpm y 4 2C por 20 min. El
sobrenadante se transfiere a un balén de 1000 mL y se congela en bafio de EtOH, en rotacion
para aumentar la superficie, y luego se liofiliza.

Tabla 16: Lista de primers utilizados

Nombre del primer ’ Secuencia

Lipl.3 PP2 Fwd ATG GGT GTG TAT GACTACAAG AATTTCG

Lipl.3 PP2 Rev CTT GGT ACCTGA TCA CGT ATCCCG TC

Lipl.3 PP1 Fwd AGA GGC AACAGC AAT GGG TGTGTATGAC
CP1 Fwd CAT GAG TCC AGG CAT GAA AACAGC
CP1 Rev TCT GGT ACCTAT AGATTATAAATCTCGCCGTATT
5" AOX1 GACTGG TTC CAATTG ACA AGC
3°Ccyc1 GCGTGAATGTAAGCGTGAC
a-factor TAC TAT TGC CAG CATTGC TGC

Se amplificé el gen de Lip 1.3 a partir de pGEMT-Lip 1.3, utilizando los primers Pr Lipl.3
PP2 Fwd y Pr Lipl.3 PP2 Rev y la polimerasa Phusion High-Fidelity (Finnzymes, New England
Biolabs). El ciclo utilizado se muestra en la figura 63.

30 repeticiones

98 °C | 98 eC

10 seg 72°C 72°C
552 C 30 seg 10 min

30 seg

1 min

Figura 63: Ciclo de PCR utilizado para amplificar el gen de Lip 1.3
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Extraccion de ADN metagendémico

Se sigue procedimiento descrito previamente201

, cambiando la extraccién con fenol por
una extraccién con fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (25:24:1), y realizando la segunda
extraccién con cloroformo:alcohol isoamilico (24:1). Una vez obtenido el extracto, se realizé un
segundo paso de purificacidn para eliminar sustancias que inhiben la digestion con enzimas de
restriccion. Este paso de purificacién fue diferente dependiendo del origen de la muestra. Para
las muestras provenientes de L1, se realizaron lavados con buffer TE utilizando concentradores
Millipore UFC4LGC25 (10000 NMWL) mediante centrifugado a baja velocidad. Las muestras
provenientes de L2 fueron dializadas contra buffer TE (pH 8.0) y posteriormente purificadas
utilizando columnas de Sepharosa S-200.

Digestion de ADN metagenémico

Fue necesario optimizar las condiciones para la digestion del ADN metagendmico con
la enzima BfuC | de manera de obtener fragmentos con un peso molecular promedio de 4000
pb aproximadamente. Para ello se realizd la digestion del ADN metagendmico por 1 hr. a 37
oC, en presencia de cantidades variables de la enzima BfuC I. Para la muestra L1 se determind
que una concentracién de enzima de 80 mU/uL en un tiempo de incubacion a 37 2C de 1 hr.
Sin embargo, al aplicar este método a mayor escala se observé un grado de digestién menor a
lo esperado, por lo que la se agregaron 40 mU/uL de BfuC | y se incubé nuevamente a 37 2C
por 1 hr. El ADN digerido fue sometido a electroforesis en gel de agarosa 0,8 %, recuperandose
los fragmentos entre 2500 y 6000 pb. El ADN fue purificado a partir del gel utilizando el
sistema S.N.A.P.™ Gel Purification Kit (Invitrogen). Para la muestra L2 no se realizé este andlisis
porque no fue posible obtener cantidades suficientes de ADN metagendmico.

Construccion y andlisis de la genoteca

Los fragmentos de ADN purificados fueron clonados en el vector pUC19. La genoteca
construida se utilizé para transformar la cepa E. coli TOP10 mediante electroporacion
utilizando un electroporador MicroPulser (BIORAD).”*® Las transformantes obtenidas fueron
analizadas mediante siembra en agar nutriente conteniendo aceite de oliva y rodamina,
conteniendo ampicilina (MLip-amp), en el cual los clones con actividad lipolitica pueden
distinguirse por su coloracidn rosada. Se encontraron 19 clones con coloracién rosada fuerte, y
numerosos clones con coloracién rosada mds suaves. Los clones positivos se conservan en
reservas congeladas a -70 2C para su analisis posterior. Los plasmidos presentes en los clones
positivos fueron analizados mediante restriccion y secuenciado.

Se introdujeron mutaciones en el plasmido pBBR1MCS-Lip 1.3 mediante un método
basado en Quikchange®*® (Agilent Technologies) Los primers utilizados se indican en la tabla
17. Las secuencias de los primers forward y las mutaciones buscadas se muestran en la Tabla 1.
Las secuencias de los primers reverse son complementarias a las de los primers forward. Las
mutaciones Y29X, W310X, N344X, F166X corresponden a mutantes por saturacion.
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Tabla 17: Primers utilizados para la introduccion de mutaciones por Quickchange.

Mutacién Secuencia primer Fwd Secuencia primer Rev

1149N CCAGCGGCCCACGGGAAAACCTGATTGG CCAATCAGGTTTTCCCGTGGGCCGCTGG
1449S CGCCAATCAGGCTTTCCCGTGGGCCGC GCGGCCCACGGGAAAGCCTGATTGGCG
G152L CCCACGGGAAATCCTGATTCTAGACTCCATCGGTGACGTG CACGTCACCGATGGAGTCTAGAATCAGGATTTCCCGTGGG

1149N/G152L GCGGCCCACGGGAAAACCTGATTCTAGACTCCATCGGTGAC GTCACCGATGGAGTCTAGAATCAGGTTTTCCCGTGGGCCGC

S154T CCTGATTGGCGACACCATCGGTGACGTG CACGTCACCGATGGTGTCGCCAATCAGG

A165G GACTTGCTCGCCGGATTCGGGCCCAAG CTTGGGCCCGAATCCGGCGAGCAAGTC

Y29X GCCATTACGCTGTATTCCNNKCACAACCTCGATAACGGC GCCGTTATCGAGGTTGTGMNNGGAATACAGCGTAATGGC
W310X CGTCAACATTCCGACCNNKATCTCGCATCTGCCGACC GGTCGGCAGATGCGAGATMNNGGTCGGAATGTTGACG
N344X CGATCATCGTCGCCNNKCTGTCGGATCCGGC GCCGGATCCGACAGMNNGGCGACGATGATCG

F166X CAACGACTTGCTCGCCGCANNKGGGCCCAAGGAT ATCCTTGGGCCCMNNTGCGGCGAGCAAGTCGTTG

Utilizando como molde el pldsmido pBBR1MCS-Lip 1.3, se realizé la amplificaciéon por
PCR con la enzima Phusion High Fidelity DNA polymerase (New England Biolabs), utilizando los
primers mostrados en la tabla 17. Las condiciones de amplificacién se muestran en la figura 64.

30 repeticiones

98 eC 98 ¢C

72¢C 72¢C

T 3min 10 min

1 min 10 seg

30 seg

Figura 64: Ciclo de PCR utilizado para introducir mutaciones por Quikchange®

Luego de la amplificacion el producto de PCR fue sometido a digestidén con la enzima
Dpnl para eliminar el plasmido parental. A 88 uL de la mezcla de PCR se le agregaron 10 uL de
Buffer 4 (New England Biolabs) y 4 U de la enzima Dpnl (New England Biolabs). La reaccién fue
incubada a 37 2C por 3 hrs y luego se precipitd el ADN agregando 250 L de etanol absoluto y
2,5 uL de NaCl 4 M. Se guardd en freezer a -20 2C por al menos 1 hr. El ADN se fue recuperado
en 10 uL de agua o buffer TE.?**
distintas cepas de E. coli o Pseudomonas, de acuerdo al objetivo buscado. La introduccion de

Los plasmidos generados fueron utilizados para transformar

mutaciones fue corroborada mediante secuenciado en la empresa Macrogen (Corea) o en los
Servicios Cientifico-técnicos de la Universidad de Barcelona (Espaiia).
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Ensayos de actividad

El aceite de oliva y el aceite altooleico provienen de Cousa. Los sustratos etil-2-metil
butirato, etil benzoato, a-metilbencil butirato y ciclohexil acetato provienen de SAFC. Se utilizd
glicerol anhidro AR ACS marca Baker. Los disolventes empleados fueron: hexano, metanol,
etanol y diclorometano calidad PPA o HPLC. El hexano saturado en agua se prepara agregando
agua en exceso, agitando durante 30 min y luego decantando el agua excedente. La enzima
CAL-B (Novozyme 435; Novozyme) fue amablemente cedida por el Dr. Ivan Jachmanian, asi
como el estdndar de metilésteres n2 1891 (Sigma). La enzima CAL-A fue adquirida de Fluka y la
enzima PSL de Sigma. El Na,SO, se obtuvo de Sigma.

Se realizd la determinacion rapida de la actividad lipolitica utilizando sustratos modelo
derivados de p-nitrofenol (obNP) y 4-metil umbeliferona (MUF) (figura 65). Todos los ensayos se
realizaron en placas de microtitulacion. Se realizaron 3 repeticiones por réplica, y al menos dos
réplicas de cada ensayo salvo que se indique lo contrario. Se analizaron también tres blancos
para cada conjunto de condiciones utilizadas (blanco sin enzima, blanco sin sustrato y blanco
sin enzima ni sustrato).

O

or

o]
T

p-nitrofenol

* M0 CH(CH, ), COOH -+ Absorbea A=405nm

=

o)
NO, ?

O 4-metil umbeliferona
WL * H0 ——— CH,(CH,),CO0H  + = Emite luz (A= 448 nm) al ser
© oo HO Q"0

n irradiadacon luz UV (A= 323 nm)

Figura 65: Reacciones de hidrélisis de los sustratos modelo. Para los derivados de pNP n = 2 (butirato), 3 (valerato),
6 (caprilato), 8 (caprato), 10 (laurato), 14 (palmitato) o 16 (estearato). Para los derivados de MUF n = 2 (butirato), 5
(heptanoato) o 16 (estearato). También se utilizd6 MUF oleato (no incluido en la figura).
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Ensayos de actividad utilizando derivados de pNP
Se utiliza la reaccion que se muestra en la figura 66. Se prepararon en cada caso las
siguientes soluciones:

Mix de enzima
Buffer Tris-HCl (pH 7) 20 mM o buffer acetato (pH 5,5) 50 mM
CaCl, 20 mM
Lip 1.3 entre 11y 18 U®

U = cantidad de enzima que libera 1 umol de pNP en 1 minuto

Mix de sustrato
Buffer Tris-HCI (pH 7) 20 mM o buffer acetato (pH 5,5) 50 mM
Tritén X- 100® 1,2 %
Derivado de pNP 2 mM

Tras pre-incubar las soluciones 15 min a 30 2C se mezclaron 50 pL de Mix de enzima
con 50 puL de Mix de sustrato, se incubaron a la temperatura adecuada por 15 minutos y se
midid la absorbancia a 405 nm. Para calcular la actividad se utilizé una curva de calibracidon
realizada con p-nitrofenol.

Ensayos de actividad utilizando derivados de MUF
Se prepararon en cada caso las siguientes soluciones:

Mix de enzima
Buffer acetato (pH 5,5) 50 mM
CaCl, 20 mM
Lip 1.3 entre 0,10 y 0,25 U/mL"

®U = cantidad de enzima que libera 1 umol de MUF en 1 minuto

Mix de sustrato
Buffer acetato (pH 5,5) 50 mM
Tritén X- 100® 0,8 %
Derivado de MUF 0,8 mM

Después de pre-incubar las soluciones 15 min a 30 2C se mezclaron 50 pL de Mix de
enzima con 50 pL de Mix de sustrato, y se incubaron a 30 2C o a temperatura ambiente (25 2C)
durante el tiempo del ensayo, generalmente de 1 hr. Se midid la fluorescencia en la muestra
en las condiciones que se indican en la tabla 18.

Tabla 18: Condiciones utilizadas para la medida de fluorescencia

Parametro ‘ Valor
Longitud de onda de excitacion 323 nm
Longitud de onda de emisién 448 nm
Slit de excitacién 20 nm
Slit de emision 10 nm
Voltaje del PMT 600y 500 V

Para calcular la actividad se utilizd6 una curva de calibracion realizada con
4-metil umbeliferona (MUF)
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El protocolo descrito bajo Procedimiento general fue modificado para la ejecucién de
los ensayos de caracterizacion. En la tabla 19 se describen las modificaciones realizadas.

Tabla 19: Ajustes realizados para los ensayos de caracterizacion

Ensayo Cambios realizados

Se sustituy el buffer Tris o Acetato por buffer ATB® 50 mM,

H 6ptimo .
priop ajustado a cada pH
Temperatura éptima Se realizaron los ensayos a distintas temperaturas
Concentracion de Calcio Se utilizaron concentraciones variables de calcio

Se utilizaron concentraciones variables de sustrato y

Parametros cinéticos L . ., .
se midid fluorescencia en funcién del tiempo

Estudio de inhibidores y Se incluyd en el Mix de enzima el compuesto a analizar en cada caso a
activadores la concentracién correspondiente y se utilizaron 0,5 U/mL de enzima.

Se pre-incuba el Mix de enzima a cada una

Resistencia a la temperatura
de las temperaturas ensayadas

Se pre-incuba la enzima 1 hr. a T ambiente en buffer ATB®

Resistencia al pH
esistencia al p ajustado a cada pH

Buffer ATB 50 mM: Ac. acético 50mM, Tris-HCl 50 mM, Ac. bérico 50 mM

Se utilizd el método descrito por Diaz y colaboradores.’”® En un papel de filtro se
colocaron 5 pL de solucion 25 mM del derivado de MUF. Sobre la solucién de MUF se
agregaron 5 pL de la muestra a ensayar. Las reacciones fueron incubadas a temperatura
ambiente por 1 a 10 min y observadas al UV. Se ensayaron también en cada caso los controles
negativos y positivos correspondientes.

Este sistema se utilizo para detectar la actividad lipasa en geles de SDS-PAGE.' Tras la
electroforesis se coloca el gel en Tritdn X-100® al 2,5 % y se incuba con agitacién por 30 min a
T ambiente. Luego se cambia la solucién por buffer acetato (pH 5,5) 50 mM con CaCl, 10 mM y
se incuba a T ambiente con agitacidn. Luego de 15 min se renueva el buffer y se continda
lavando durante 15 min mas. Se cubre el gel con una soluciéon de MUF-Butirato 100 uM (40 pL
de stock de MUF-Butirato 25 mM en EGME, diluidos en buffer acetato (pH 5,5) 50 mM con
CaCl, 10 mM) y se deja reaccionar 5 min a T ambiente para observar la fluorescencia
iluminando con luz UV.
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Aplicaciones sintéticas

Las condiciones utilizadas en la sintesis de biodiesel se detallan en la tabla 20. Se
preparé una mezcla conteniendo 200ml de hexano saturado en agua, 5g del aceite
correspondiente y 1,08 g de metanol o 1.56 g de etanol, la cual se conservd a 4 2C y se utilizd
para los ensayos. En cada caso se peso la cantidad de enzima adecuada y se agregaron 2 mL de
la mezcla. Las reacciones se incubaron a 30 2C con agitacion, tomando muestras
periédicamente para su analisis.

Tabla 20: Condiciones para los ensayos de sintesis de biodiesel

Funcion ‘ Reactivo ‘ Cantidad
Aceite altooleico COUSA 50 mg
Triglicérido
Aceite de girasol 50 mg
Metanol 11 mg
Alcohol
Etanol 16 mg
CAL-B (Novozyme 435) 5mg
Lip 1.3 liofilizada 70 mg
Enzima
CQA 500 mg
RO2 500 mg
Solvente Hexano saturado en agua 2mL

El andlisis de las reacciones se realizé por GC en una columna Carbowax 20 (MEGA
Carbowax), utilizando un equipo de cromatografia gaseosa Shimadzu GC 2014, con detector de
FID. Carrier: hidrégeno, temperatura del inyector: 230 9C, temperatura del detector: 250 °C.
Presion 39 kPa, flujo total 27,3 mL/min, flujo en la columna 0,48 mL/min. Inyeccion split,
relacion de split 50, flujo de la purga 3 mL/min. El programa de temperatura se muestra en la
tabla 21.
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Tabla 21: Programas de temperatura para GC utilizados en el analisis de las reacciones de sintesis de biodiesel y
esterificacion de glicerol y 1,3-propanodiol

Reaccién Programa de temperatura

, . . 1909C| 1,25 2C/min|215 2C| 25 eC/min|
Sintesis de biodiesel 230 °C (15 min)
Esterificacidn de glicerol y 1,3-propanodiol con 40 2C(7 min)|8 2C/min| 140 2C| 25 2C/min|
acetato de vinilo (Analisis por GC) 250 °C (5 min)
Esterificacidn de glicerol y 1,3-propanodiol con 40 2C(8 min)|25 2C/min| 140 2C|5 2C/min|
propionato y butirato de vinilo (Analisis por GC) 220 2C| 25 °C/min|250 °C (5 min)
Esterificacidn de glicerol y 1,3-propanodiol con 40 2C(8 min) |10 2C/min|160 2C|40 2C/min|
acetato y propionato de vinilo (Analisis por GC-MS) 300 2C (5 min)
Esterificacidn de glicerol y 1,3-propanodiol con 50 2C(8 min)|10 2C/min|180 2C|40 C/min|
butirato de vinilo (Anélisis por GC-MS) 300 C (5 min)

Las condiciones utilizadas en la esterificacién del glicerol y el propanodiol se detallan
en la tabla 22. Se prepard una mezcla conteniendo 200ml de hexano saturado en agua, 5g del
aceite correspondiente y 1,08 g de metanol o 1.56 g de etanol, la cual se conservé a 4 2Cy se
utilizé para los ensayos. En cada caso se peso la cantidad de enzima adecuada y se agregaron 2
mL de la mezcla. Las reacciones se incubaron a 30 2C con agitacién, tomando muestras
periddicamente para su andlisis

Tabla 22: Condiciones para los ensayos de esterificacion

Funcién ’ Reactivo ’ Cantidad
Glicerol 100 mg
Alcohol
1,3-propanodiol 122 mg
Acetato de vinilo 451 pL
Dador de acilo Propionato de vinilo 531 pL
Butirato de vinilo 619 uL
CAL-A (Fluka) 30 mg
PSL (Sigma) 10 mg
Enzima Lip 1.3 liofilizada 74 mg
CQA 500 mg
RO6 500 mg
Solvente Hexano saturado en agua 2mL

El analisis de las reacciones se realizé por GC en una columna Carbowax 20 (0.25 mm x
30 m x 0.25 um, MEGA), utilizando un equipo de cromatografia gaseosa Shimadzu GC 2014,
con detector de FID. Carrier: hidrégeno. Temperatura del inyector: 220 °C, temperatura del
detector: 250 2C. Presion 39 kPa, flujo total 49,9 mL/min, flujo en la columna 0,92 mL/min.
Inyeccidn split, relacién de split 50, flujo de la purga 3 mL/min. El programa de temperatura se

muestra en la tabla 21.
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Para la esterificacién de 1,3-propanodiol con acetato de vinilo se utilizé el programa de

temperatura que se detalla en la tabla 21. Los demas parametros son iguales a los utilizados

para las otras muestras.

La identificacién de los picos se realizdé por GC Masa HP5890 Il (Hewlett-Packard) con
detector de masa HP5971 (Hewlett-Packard), con una columna Elite 5 (PerkinElmer) utilizando
los programas de temperatura que se indican en la tabla 21.

O
O O
1 A _~| o
P OJH/\ e O
1 2 3 4
Etil-2-metil butirato Etil benzoato a-metilbencil butirato Ciclohexil acetato

Figura 66: Sustratos utilizados para analizar la actividad de Lip 1.3

Se evalud la actividad de Lip 1.3 sobre los sustratos 1 a 4 (figura 67) en base a un

método reportado previamente.?”” El medio de reaccién contenia Tris (pH 7) 50 mM, CaCl, 5

mM, Tritén X-100® 0,4% y cada sustrato en una concentracién de 40 mM, en un volumen total

de 5 mL. Se usaron 6 pL de crudo conteniendo Lip I.3 para los ensayos, y como control 3 mg de
CAL-B (Novozyme 435; Novozyme) o 3 mg de CAL-A (Fluka). Se realizaron controles en
ausencia de enzima. Las reacciones se incubaron por 48 hrs. a 30 2C con agitacion.

Posteriormente se extrajo el medio de reaccion con 5 mL de diclorometano. La fase organica

se secd con Na,SO,, y se analizd por cromatografia gaseosa en un equipo Shimadzu GC 2014,

con detector de FID, utilizando las condiciones descritas en la tabla 23.

Tabla 23: Condiciones de GC para el analisis de las reacciones de hidrdlisis

Sust. Columna

Programa de temperatura

Carbowax 20 . . ) ) .
60 2C|40 2C/min|110 oC (5 min)|3 2C/min| 160 2C| 25 2C/min|240 2C (5 min)
1 (0.25mm x 30 m x 0.25 um)
- Megadex_DET_TBS_Beta ) ) ) )
60 2C|40 2C/min|100 eC|1 2C/min| 125 2C|45 C/min|200 2C (5 min)
(0.25 mm x 25 m x 0.25 um)
2 Carbowax 20 60 2C| 25 2C/min|130 2C|7 2C/min|240 oC (5 min)
= (0.25mm x 30 m x 0.25 um)
Carbowax 20 ) . ) ) :
60 2C|40 2C/min|130 oC (5 min)|3 2C/min| 180 2C| 25 2C/min|240 2C (5 min)
3 (0.25mm x 30 m x 0.25 um)
- Megadex_DET_TBS_Beta ) ] ) )
60 2C|40 2C/min|100 C|1.5 C/min| 140 2C|45 2C/min|200 C (5 min)
(0.25 mm x 25 m x 0.25 um)
4 Carbowax 20 60 2C| 40 2C/min |80 C (5 min)|3 2C/min|120 2C|25 2C/min|240 C (5 min)
- (0.25mm x 30 m x 0.25 um)
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Las reacciones de hidrdlisis de triglicéridos se realizaron en buffer Tris-HCI (pH7) 50
mM con CaCl, 10 mM vy 0,4 % de Tritén X-100®, en un volumen total de 5 mL. Se usaron 20 pL
de crudo conteniendo Lip I.3 y 50 pL de sustrato (aceite de oliva y aceite altooleico). El andlisis
se realizé por cromatografia en capa delgada utilizando silica gel. El desarrollo de la placa se
llevé a cabo usando la mezcla de solventes hexano/éter dietilico/acido acético (70:30:1 v/v),
revelando mediante vapores de iodo. Como control se realizdé la misma reaccién utilizando la
enzima CAL-B.

Bioinformatica

El estudio de las secuencias, analisis de restriccidn, identificacién de marcos abiertos
de lectura y construccidn de secuencias de ADN se realizaron utilizando el programa Vector Nti
(Vector NTI version 10.3.0; Invitrogen, Carlsbad, CA). Las secuencias fueron analizadas contra
bases de datos utilizando el programa Blast.'’® Los modelos estructurales en 3D fueron
generados por homologia con las estructuras 2z8x y 2zvd de la lipasa de Pseudomonas sp.
MIS38 y la estructura 2qub de la lipasa de Serratia marcescens SM6, utilizando Swiss-Model.**"
18% para visualizar y estudiar las estructuras tridimensionales se utilizé el programa Pymol (The
PyMOL Molecular Graphics System, Version 1.3, Schrodinger, LLC). El andlisis de la unidn de
calcio se realizé utilizando el programa Ligand Explorer versién 4.1.0°’ (RCSB PDB,

www.pdb.org).
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