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RESUMEN

La produccién de biodiesel por transesterificacion quimica es costosa y desfavorable para el
medio ambiente. Una alternativa es el uso de enzimas como las enzimas lipoliticas. Con el
objetivo de identificar nuevas enzimas lipoliticas con potencial aplicacion en la produccion
de biodiesel o en otros procesos biotecnolégicos, se construyé una biblioteca
metagenomica de 30.000 clones a partir de la fraccion bacteriana libre (no asociada a las
fibras) presente en el rumen vacuno. Utilizando fésmidos capaces de albergar fragmentos
de hasta 40Kb se gener6é una biblioteca metagendémica con un tamafio total de 1.2 Gb
aproximadamente. Se obtuvieron 8 clones con actividad lipolitica en medio con gliceril
tributirato. Los genes responsables se identificaron mediante mutagénesis generalizada y
por secuenciacién. Uno de estos clones, denominado Lip10, no revel6 una alta homologia
con las familias de enzimas lipoliticas descritas. Sin embargo, present6 una alta homologia

con una esterasa, Estb, proveniente de una bacteria no cultivable, la cual es miembro del
clan AB hidrolasa. Est5S, junto con dos esterasas EstGK1 y EstZ3 presentaron una
alteracion de la triada catalitica S-D/E-H, la cual es altamente conservada en la mayoria de
las familias de enzimas lipoliticas. Estos resultados sugeririan que Lipl0 junto con estas
proteinas podrian formar parte de una nueva familia de enzimas lipoliticas denominada
familia GHSQG. ElI ORF de Lipl0 fue clonado y expresado como una proteina
recombinante, la cual fue caracterizada de forma parcial bioquimicamente. Lip10 hidrolizé
derivados de p-nitrofenilos de cadena < a 10 atomos de carbono, lo cual era indicativo de su
actividad esterasa. Por otro lado, presenté un rango de temperatura 6ptima entre 35°C y
40°C, y un pH 6ptimo en el rango entre 8.0 y 8.5. Ademas, se determinaron los pardmetros
cinéticos K, 0.23 mM, Vi 2.37 U/mg Key 13,67 sty KKy 59,43 st mM™ al utilizar p-
nitrofenil butirato (C4) como sustrato. Los resultados obtenidos en este trabajo confirman el
potencial de la metagendmica para el descubrimiento de nuevas enzimas con aplicaciones

biotecnol6gicas
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1. Introduccidén

1.1 Los biocombustibles

Los combustibles fésiles como el petroleo, el carbdn y el gas natural, son la base de
la sociedad industrial, ya que aportan un alto porcentaje de la energia primaria
empleada en el mundo. El petréleo es un recurso natural no renovable, de origen
fésil, compuesto por una mezcla homogénea de compuestos organicos,
principalmente hidrocarburos, en su mayoria parafinas, naftenos y compuestos
aromaticos, asi como también sulfuros organicos, y trazas de metales como sodio,

niquel, hierro y plomo.

Durante las ultimas décadas, el consumo del petroleo se incrementé en una media
de 0.6 billones de barriles diarios (b/d), y se estima que alcance valores de 88
billones de (b/d). En respuesta a ello, con el fin de cubrir la gran demanda mundial,
la produccion global de petréleo se ha incrementado en 1.1 millones de (b/d). Hacia
fines del 2011, las reservas mundiales de petr6leo se incrementaron en 1652.6
billones de (b/d), suficiente para cubrir la produccion del mismo durante 54.2 afios

(medido a través de la relacién reservas/produccion) (24).

En el afio 2011, el consumo de energia mundial aumentd en un 2.5%. En
comparacion con otras fuentes energéticas, como ser la energia hidroeléctrica, la
energia nuclear, las energias renovables, el gas natural y el carbono, el petréleo
continda siendo la principal fuente de consumo de energia global con un 33.1% (24)
(Figura 1).



1. Introducci6n

World consumption
Million tonnes oil equivalent

B Coal 12000

B Renewablas
W Hydroelectricity
B Muchear energy
M Matural gas

| il

Figura 1: Consumo energético mundial en MTOE (equivalente en millones de toneladas de
petréleo). Tomado de BP Statistical Review of World Energy (24).

En los Ultimos afios se ha venido observando un aumento en la concentracion
atmosférica de gases con efecto invernadero debido al repunte de la actividad
industrial tras la crisis econdémica global, a la destruccién de bosques tropicales y al
uso generalizado de combustibles fésiles como el petréleo y el carbon (61). ElI CO,
es el gas que mas se vincula con el efecto invernadero. EI CO; es constantemente
intercambiado a través de la atmésfera, en los océanos, plantas, microorganismos y
animales. Sin embargo, para asegurar la supervivencia de los mismos, se debe

mantener un equilibrio entre las emisiones y las remociones del CO,.

Datos reportados por el Observatorio Mauna Loa en Hawaii, indican que la
concentracion del CO, atmosférico se incremento rapidamente. En comparacion con
el aflo 2011, se detectd un incremento de 388.13 ppm de CO, a 390.53 ppm de CO,
(61) (Figura 2).
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Figura 2: Determinacion mensual del promedio global de CO, atmosférico sobre diferente
sitios de la superficie marina, realizada por Mauna Loa Observatory Hawaii. La linea roja
(con simbolos con forma de diamantes) representa los valores de la media mensual. Por
otro lado la linea negra (con los simbolos cuadrados) representa los valores de la media
mensual luego de realizar una correccién en base al ciclo medio estacional. Los datos son
reportados como la fraccion molar de aire seco, definida como la fraccion del numero de
moléculas de di6xido de carbono y el nimero total de todas las moléculas en el aire, luego
qgue el vapor de agua es removido. La fraccion molar es expresada como parte por millén

(ppm). Tomada de Trends in Atmospheric Carbon Dioxide (61).

Se denomina efecto invernadero al aumento de temperatura global en la superficie
de la Tierra debido a la retencién de energia infrarroja provocada por el aumento de
determinados gases en la atmésfera. A estos gases se los denomina gases con
efecto invernadero o "Greenhouse Gases" (GHGs). La consecuencia de este
aumento de la temperatura de la superficie de la Tierra, provoca un cambio climético
a nivel global.

Los principales gases con efecto invernadero son el dioxido de carbono (COy,), el
metano (CH,), el 6xido de nitrégeno (N,O) y clorofluorocarbonos (CFCs), como por
ejemplo el hexafluoruro de sulfuro (SFe) (136). La principal fuente de emision del
CO; hacia la atmosfera es la quema de combustibles fésiles y biomasa en procesos
industriales, en el transporte, y en las actividades domiciliarias (cocina y calefaccion)
(183, 250).
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En el caso del metano la principal fuente natural de produccion son los pantanos. El
metano se produce también en la descomposiciéon anaerobia de desechos en los
rellenos sanitarios y en la descomposicion de materia fecal de animales. Asi como
también, en la produccion y distribucibn de gas y combustibles, y durante la
combustién incompleta de combustibles fésiles (216). Por otro lado, el aumento del
oxido de nitrégeno en la atmdsfera deriva del uso de fertilizantes nitrogenados. Este
gas también aparece como subproducto de la quema de combustibles fosiles y
biomasa, asociado a diversas actividades industriales como la produccion de nylon
y produccién de &cido nitrico (107). Dentro del grupo de los clorofluorocarbonos se
encuentra el hexafluoruro de sulfuro que es un gas utilizado principalmente por la
industria de energia eléctrica. A causa de su inercia y propiedades dieléctricas, este
gas es el preferido de la industria para el aislamiento eléctrico, la interrupcion de la
corriente y la extincibn de arco en la transmisiébn y en la distribucién de la
electricidad. Ademas, los CFCs son liberados hacia el ambiente contribuyendo a la

pérdida de ozono (254).

La capacidad de todos estos gases para absorber la radiacidn térmica varia mucho.
Datos estadisticos reportaron que los halégeno-alcanos es el grupo de gases con
mayor efecto invernadero. Actualmente, presentan un crecimiento anual con un 4%,
en comparacion con el CH; (0.8%), CO, (0.4%) y N,O (0.2%) (57). Sin embargo,
como se comentd anteriormente, el CO, es el gas que mas contribuye al

calentamiento global.

Ademas, estudios han demostrado que en USA en el afio 2010, la contribucion del
CO2 al efecto invernadero, proveniente de actividades realizadas por el hombre fue
del 84% en comparacion con los afios anteriores (66). Por lo cual, la utilizacion de
estrategias con el fin de disminuir las emisiones de los gases con efecto invernadero

deberian ser implementadas rapidamente.

Por otro lado, recientemente, debido al incremento en los precios del petréleo crudo
(U$S 111.26 por barril en el 2011, lo cual correspondio a un 40% de aumento con
respecto al 2010), a los recursos limitados de las fuentes fésiles y a las dificultades
ambientales causadas por los gases de invernadero tales (contaminacion local del

aire y el calentamiento global) se ha dirigido el interés hacia otras fuentes
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renovables de energia como ser biocombustibles liquidos (bioetanol, biodiesel y
biometanol), biogas, 2,5 dimetilfurano o DMF y biohidrégeno (52, 134, 171, 185).

1.2 Tipos de biocombustibles

Los biocombustibles hacen referencia a combustibles sélidos, liquidos o gaseosos,
derivados de la materia organica. Los biocombustibles de dividen en
biocombustibles primarios y secundarios. Asi mismo, estos ultimos se dividen en
biocombustibles de primera, segunda y tercera generacién. Los combustibles
primarios utilizan materia prima sin un procesamiento previo como ser la lefia, chips
de madera y residuos de semillas, los cuales son utilizados por ejemplo para uso
doméstico o la produccion de electricidad. Los combustibles secundarios, son
combustibles primarios que han sido procesados y producidos como combustibles
sélidos, liquidos (etanol y biodiesel) gaseosos (biogas y biohidrogeno). La tercera
generacion de biocombustibles son aquellos que se pueden producir a partir de
cultivos especificos como las microalgas, la cuales constituyen una alternativa
energética mas viable, la cual supera las limitaciones de las primera y segunda
generacion de biocombustibles (60, 165). La principal ventaja de estas clases de
biocombustibles es la utilizacibn de fuentes renovables y naturales para su
produccion, la cual tiene una mayor distribucion geografica, en comparacién con los
combustibles fosiles. Ademas, la produccibn de energia proporciona una
independencia y seguridad en el suministro de energia. La primera generacion de
biocombustibles, las constituyen los combustibles liquidos que son producidos a
partir de azucares, de granos o de semillas. Por ejemplo, el bioetanol es producido a
partir de la fermentacion de azlcares provenientes de plantas como la cafia de
azucar y del almidon de plantas de maiz. En el caso del biodiesel es producido a
partir de aceites vegetales obtenidos de semillas oleaginosas como ser el girasol, la
colza y la soja (177). La segunda generacion de biocombustibles son generalmente
producidos a partir de residuos organicos y biomasas lignocelulésicas. Por ejemplo,
el etanol producido a partir de celulosa. El proceso de obtencion consiste en
convertir la celulosa en azlcares, la cual puede provenir de pastos perennes, restos
de cosechas, tallos de maiz, bagazo de la cafia de azlcar y de residuos organicos

municipales. La principal ventaja de esta segunda clase de biocombustibles es que
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los materiales utilizados no compiten con la produccién alimenticia (85, 163, 205)..
En el caso de los biocombustibles de tercera generacion las microalgas son
capaces de producir entre 15-300 veces mas cantidad de biodiesel en comparacion
con el proceso tradicional de obtencion del biocombustible. La utilizacion de
microalgas para la produccién de biocombustibles en comparacion con la utilizacién
de otros cultivos, presenta varias ventajas. Las microalgas sintetizan y acumulan
grandes cantidades de lipidos (entre el 20-50% del peso seco de biomasa),
requieren menor cantidad de agua, tienen bajos requerimientos nutricionales y no
necesitan la aplicacion de herbicidas o pesticidas (28). Ademas, las microalgas
captan el CO, proveniente de la combustibn de otros combustibles fésiles,
disminuyendo el efecto invernadero. También, pueden ser cultivadas en diversos
ambientes, presentan periodos de cosecha mucho méas cortos (que varia entre 1 a
10 dias), lo cual permite una cosecha continua y de alta produccion (206). Ademas,
su cultivo no compite con areas para la agricultura convencional. También presenta
la ventaja que dependiendo de la especie de microalga utilizada, otros componentes
con aplicaciones biotecnologicas como polisacaridos, pigmentos, antioxidantes y

proteinas pueden ser extraidos (28, 165).

1.3 Un biocombustible alternativo

El biodiesel

Desde el afio 2005, nuestro pais ha desarrollado cadenas agroindustriales en la
basqueda de un cambio en la matriz energética ya existente, generando nuevas
fuentes de trabajo e incorporando nuevas tecnologias, que disminuyan el consumo
del petréleo, las emisiones que producen el efecto invernadero y los efectos nocivos
sobre la salud. Ademas, se aprobo6 una ley (Articulo 7, Ley 18.195) que obliga a la
elaboraciéon de biocombustibles con materias primas orgénicas nacionales. Esta ley
obliga a la incorporacién de hasta un 2% de biodiesel en el gasoil y hasta un 5% de
bioetanol en las naftas. Una alternativa energética promisoria que ha resultado muy
atractiva en los afios recientes es la produccion y utilizacion del biodiesel como

combustible alternativo (58, 198).

El biodiesel, se define como un combustible de uso alternativo al diesel, producido a

partir de una fuente biolégica renovable como son los aceites vegetales o grasas
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animales (170). Es biodegradable, no téxico y con baja produccion de emisiones con
efecto invernadero, por lo cual estas su utilizacion es beneficiosa desde el punto de

vista ambiental (236).

Segun la ASTM (American Society for Testing and Materials) el biodiesel se define
como un biocombustible compuesto por monoalquil ésteres de acidos grasos de
cadena larga, derivado de aceites vegetales o grasas animales, que cumplen los
requerimientos de la norma ASTM D67F1 (1). Sin embargo, los aceites vegetales y
las grasas animales estan fundamentalmente compuestos por triacilglicéridos
(TAG), los cuales consisten en largas cadenas de acidos grados unidos por enlaces

ester al glicerol.

1.3.1 Obtencion de biodiesel

Desde un punto de vista técnico no es viable la utilizacion directa de aceites
vegetales en motores diesel debido a su elevada viscosidad, baja estabilidad frente
a la oxidacion y a su baja volatilidad. Por estos motivos los aceites vegetales tienen
que ser procesados con el fin de que puedan adquirir las propiedades necesarias

para poder ser utilizados en los motores diesel.

La produccion de biodiesel se puede llevar a cabo a través de: uso directo de
aceites o mezclas de éstos con diesel fésil, por medio de microemulsiones, por
medio de pirdlisis y por medio de una reaccioén de transesterificacion o alcoholisis
(170, 251).

Las microemulsiones, son dispersiones (de aceite, agua y tensoactivos) isotropicas,
transparentes y termodinamicamente estables. Mediante este proceso, se puede
obtener un combustible de baja viscosidad. Sin embargo, la inyeccion de este
combustible en un motor no resulta eficiente y da lugar a una combustion
incompleta. La microemulsion con alcoholes tales como metanol, etanol o 1-butanol
disminuye la viscosidad del biodiesel.

La pirdlisis consiste en la aplicacion de energia térmica (400°C-750°C) a la materia
prima (residuos organicos) en presencia de aire u oxigeno con el fin de obtener un

producto con caracteristicas similares a un combustible. La utilizacion de las tres
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primeras alternativas en motores diesel es impractica e insatisfactoria, ya que
ocasiona problemas como ser la obstruccion de los inyectores, la formacion de
depdsitos de carbono, la combustién incompleta, el desgaste excesivo del motor y
el dafo del lubricante. La transesterificacion consiste en la reaccion entre TAG
(contenidos en el aceite) y un aceptor de grupos acilo. Dependiendo de la
naturaleza de estos aceptores la reaccion es denominada aciddlisis (si el aceptor es
un acido carboxilico), alcohdlisis (si el aceptor es un alcohol) e interesterificacion (si

el aceptor es otro éster).

1.3.1.1 La transesterificacion

Actualmente, la mayoria del biodiesel es producido mediante la reaccion de
transesterificacion, debido a su rapidez y a las condiciones moderadas (baja presién
y temperatura de 50°C) que la caracterizan (77, 166, 236). En la reaccién de
transesterificacion, un TAG reacciona con un alcohol monohidratado o alcohol
primario (como ser metanol) en presencia de un catalizador quimico, a elevada
temperatura, para formar alquil ésteres de acidos grasos Yy glicerol. Esta reaccion
estd afectada por la relacion molar entre los TAG y el alcohol, por el tipo de
catalizador utilizado acido o alcalino, por la temperatura, por el tiempo de reaccion,
por los acidos grasos libres y por el contenido de agua en la materia prima (236). En
esta reaccion, la materia prima con un alto contenido de agua o con un contenido de
acidos grasos libres (Free Fatty Acids) (FFA), requiere un pretratamiento con un

catalizador acido con el fin de esterificar los FFA (120, 253).

En la reaccion de transesterificacion, un TAG reacciona con un alcohol
monohidratado o con un alcohol primario en presencia de un catalizador a elevada
temperatura, para formar alquil ésteres de acidos grasos (Fatty Acids Alkyl Ester)
(FAAE) y glicerol (Figura 3). En esta reaccion la conversion del TAG en biodiesel es
un proceso de varias etapas. El alcohol inicialmente reacciona con el TAG como un
anion alcoxido para producir FAAE vy diacilgliceroles (DAG), el cual reacciona
rapidamente con el alcéxido para liberar otra molécula de FAAE y generar
monoacilgliceroles (MAG). Finalmente, los MAG sufren una alcohdlisis para generar

glicerol y FAAE. En la reaccién global se producen 3 moles de biodiesel o FAAE y 1
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mol de glicerol, por cada mol de TAG utilizado. La reaccion de transesterificacion es
reversible. Sin embargo, la reaccién reversa en la cual a partir de los FAAE y glicerol
se forman MAG es insignificante, lo cual es debido a que el glicerol no es miscible
con los FAAE, especificamente con los metil ésteres de &cidos grasos (Fatty Acid
Methyl Ester) (FAME), los cuales son producidos cuando se utiliza metanol como
alcohol. La reaccion se define como bifasica al comienzo y al final de la produccion
de biodiesel, lo cual es debido a que el metanol, los aceites vegetales, el glicerol y

los FAME no son miscibles entre si.

it 7 7 it
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Figura 3: Reaccion de transesterificacién (alcohdlisis) a partir de un TAG para producir

biodiesel.

1.3.1.2. Eleccién del solvente

Debido a su bajo costo en comparacion a los otros alcoholes, generalmente el
metanol es el alcohol mas utilizado en la produccion industrial del biodiesel, y en
menor grado el etanol. Ademas, el metanol es méas reactivo y los ésteres metilicos
de los acidos grasos son mas volatiles que los correspondientes ésteres etilicos. Sin
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embargo, el etanol es menos toxico y puede obtenerse a partir de fuentes
renovables por fermentacion (170). También, la alcohdlisis puede llevarse a cabo
con otros alcoholes como ser propanol, butanol, isopropanol, tert-butanol, alcoholes
ramificados y octanol, aunque incrementaria mucho el costo total de la operacién
(117).

1.3.1.3 Eleccién del catalizador

La reaccion de transesterificacion puede llevarse a cabo mediante el uso de
catalizadores &cidos (acido sulfarico, fosférico, clorhidrico o sulfénico), alcalinos

(hidréxido de sodio o de potasio) o enzimaticos (enzimas lipoliticas).

En el caso de la catélisis 4cida, es muy poco utilizada por la industria, debido a que
los acidos utilizados presentan la caracteristica de ser corrosivos, por lo cual pueden
provocar dafos en el equipamiento (75). Actualmente, los procesos de produccion
de biodiesel a nivel industrial utilizan catalizadores basicos ya que actian mucho
mas rapido, permiten operar en condiciones moderadas de reaccion (temperaturas y
presiones bajas), la reaccién es menos costosa y es mas completa quimicamente
(18, 19, 54, 74, 223).

Algunas industrias utilizan catalizadores alcalinos como ser el metdxido de sodio, ya
gue no se forma agua en la reaccion con el alcohol en comparacion con la
utilizacion de hidréxido de sodio (255). Otros alcéxidos, como el etéxido de calcio
pueden ser utilizados de forma eficiente como catalizadores. Sin embargo, se
requieren mayores cantidades de metanol, y determinadas condiciones cataliticas.
El inconveniente que presenta este tipo de catalizadores alcalinos es que deben de
ser anhidros para evitar que se produzcan reacciones secundarias como la
saponificacion y que los TAG deban contener una baja proporcion de acidos grasos
libres (<0,5%) para evitar que se neutralicen con el catalizador y que también se
formen jabones, lo cual conlleva a una disminucion del rendimiento (156). Otro
inconveniente en el uso de catalizadores alcalinos, es que se deben tratar los
efluentes alcalinos generados, lo que supone el consumo de una gran cantidad de

agua durante las etapas de lavado y purificacion. Ademas, del proceso de obtencién
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de biodiesel también se obtiene como subproducto glicerol, que debe ser separado
debido a su alta viscosidad y que a menudo se encuentra contaminado con el
catalizador alcalino empleado. Por lo cual la utilizacion de un catalizador alcalino no
resulta ser un método beneficioso ni desde el punto de vista operacional ni desde el

punto de vista ambiental.

El proceso de obtencién de biodiesel, utilizando un catalizador enzimético como son
las lipasas en comparacion con la catalisis alcalina presenta varias ventajas. Al
utilizarse un catalizador enzimatico el proceso es llevado a cabo en una menor
cantidad de pasos, se utiliza una menor cantidad de energia (se trabaja a
temperaturas menores de 50°C) y se reduce drasticamente la cantidad de agua
residual. Las lipasas son producidas por los eucariotas y procariotas y su produccion
puede ser tanto extracelular como intracelular. Ademas, estas enzimas son capaces
de catalizar la transesterificacion (11, 90, 119, 166, 179, 214).

1.4 Propiedades del biodiesel

En contraste con el diesel de petréleo, el biodiesel ofrece varias ventajas ya que es
una fuente de energia renovable y biodegradable (se degrada cuatro veces mas
rapido que el diesel) produce menos emisiones indeseables (CO, hidrocarburos
aromaticos policiclicos, particulas de hollin, 6xidos de azufre y nitrégeno, metales)
durante su combustion debido a su estado oxigenado, siendo por ende menos

nocivas (67).

El biodiesel es considerado un combustible alternativo muy atractivo desde el punto
de vista industrial y comercial, ya que podria ser capaz de sustituir al diesel del
petréleo. Por otro lado, el biodiesel es miscible con el diesel del petrdleo en
cualquier proporcion, por lo cual puede ser utilizado, ya sea directamente (B100) o
en mezclas biodiesel-diesel del petréleo 2% (B2), 5% (B5) y 20% (B20) (3, 207).

Ademas, el biodiesel posee propiedades lubricantes, las que reducen el desgaste
del motor y es un material seguro para su transporte, almacenamiento y manejo,

debido a su baja volatilidad y elevado punto de inflamaciéon o "flash point" (100°C-



1. Introduccién

170°C). Ademas, contiene cantidades insignificantes de sulfuro, por lo que no
genera didéxido de azufre, el cual contribuye a la contaminaciéon ambiental.
Asimismo, el biodiesel puede utilizar la misma infraestructura actual de
almacenamiento y distribucion para el diesel del petrleo. También, debido a la
similitud de las propiedades fisicas y quimicas del diesel del petréleo con las del
biocombustible, su uso no requiere de modificacion alguna en los motores diesel
convencionales. Sin embargo, presenta desventajas como ser el alto costo de la
fuente de materia prima utilizada y la baja estabilidad oxidativa. Ademas, en el caso
de que la calidad del biodiesel sea baja, podria incrementar las emisiones de 6xido
de nitrégeno, las cuales no son beneficiosas para la salud. También, el contenido
energético del biodiesel es menor que el del diesel del petrdleo, por lo cual su
consumo es mayor. Estos inconvenientes pueden ser mejorados a través de la
utilizaciéon de sistemas de refrigeracion para el combustible, el uso de antioxidantes,
aditivos, y mezclas con diesel del petroleo y/o por medio de la disminucién del
tiempo de almacenamiento (17, 35, 55, 91, 168, 211, 221, 222).

1.5 Fuentes de materia prima para la produccion de biodiesel

Los aceites vegetales son la principal materia prima para la produccién de biodiesel,
razon por la cual el desarrollo de cultivos de alto contenido oleaginoso, ha sido
objeto de estudios exhaustivos. Las principales materias primas utilizadas a nivel
mundial para la produccién de biodiesel son los aceites vegetales convencionales
(aceite de girasol, colza, soja, coco, mani, oliva, mostaza y palma), aceites de
semillas modificadas genéticamente (aceite de girasol de alto contenido de acido
oleico) y grasas animales (sebo de vaca o de budfalo) y aceites de frituras (151, 219).
El mercado creciente de produccion de biodiesel a partir de aceites vegetales
comestibles, requiere la utilizacion de tierras fértiles, lo cual podria llevar a crisis
alimentarias ante la escasez de los mismos. Por otro lado, el elevado costo de la
materia prima, la cual contribuye del 50 al 90% del precio de produccién del
biodiesel, ha obstaculizado la comercializacion del biocombustible. Por este motivo
es que se ha propuesto el uso de aceites de desecho y de grasas animales,
alternativa que no ha sido satisfactoria a causa de los gastos adicionales para el

refinamiento y la transesterificacion del material utilizado (59, 170).
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1.6 Desventajas del proceso actual

La obtencion de biodiesel a partir de plantas oleaginosas (comestibles y no
comestibles) esta limitada por varios inconvenientes como los largos periodos de
produccion inherentes a la tecnologia agricola, el rendimiento lipidico restringido, la
dependencia de las condiciones climaticas, la ubicacion geogréfica, la fertilidad de
los suelos y la variedad cultivada. Sin embargo, la principal dificultad es la extensa
superficie de cultivo requerida y el enorme volumen de agua necesario para el riego.
En base a ello se ha propuesto una alternativa prometedora a la obtencion de
aceites a partir de cultivos de microalgas. La sustentabilidad de la industria del
biodiesel requiere de materias primas alternativas que permitan operar
continuamente y superar las limitaciones sefialadas tal como las algas verdes y las
diatomeas (34, 105).

Como se comento6 anteriormente, el proceso de obtencion de biodiesel mas utilizado
en la industria es por medio de la transesterificacion alcalina. En algunos casos, en
los cuales la materia prima contiene un alto contenido de acidos grasos libres (FFA)
(por ejemplo al utilizarse grasas animales o aceites usados), se requiere un
pretratamiento con un catalizador acido con el fin de esterificar los FFA (120, 253).
Este pretratamiento previo a la transesterificacién, es necesario para reducir la
formacion de jabones (sales de acidos grasos) indeseables, formados durante la
reaccion y para facilitar la separacion del glicerol del biodiesel, junto con el
catalizador y el agua residual (166). Ademas, la obtencion del agua residual y su
reutilizacion ha sido uno de los problemas, tanto desde el punto de vista energético
como del medio ambiente (138).

Por otro lado, la utilizacion de un catalizador enzimatico como ser las lipasas, frente
a la catalisis acida o alcalina, presenta varias ventajas. El proceso de obtencion de
biodiesel es llevado a cabo en una menor cantidad de pasos, se utiliza una menor
cantidad de energia y se reduce drasticamente la cantidad de agua residual (10, 11,
90, 166).
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2. Biocatalizadores

Los catalizadores son sustancias que aumentan la velocidad de las reacciones
guimicas, sin que se lleguen a consumir los mismos durante la reaccion y sin
modificar el equilibrio de la misma. Las enzimas son catalizadores biolégicos
capaces de interactuar con una gran variedad de moléculas complejas y sustratos.
Su aplicacion en el procesamiento de materiales biolégicos presenta muchas
ventajas, en relacion a una mayor eficiencia de reaccién, menor gasto de energia y
sustentabilidad ambiental (73). Estas caracteristicas han provocado un gran
aumento en la demanda industrial por nuevas enzimas con el fin de mejorar un
proceso ya existente o el de desarrollar nuevos procesos (210). A causa de esto, el
potencial econémico asociado a los biocatalizadores es muy alto. EI mercado global
de enzimas estd estimado en 2.3 billones de ddélares por afo, divididos en la
industria de detergentes (U$789 millones), industria alimenticia (U$634 millones), en
la agricultura (U$376 millones), en la industria textil (U$237 millones), en la industria
del papel y en la produccién de reactivos quimicos (U$222 millones) (159). En
comparacion con otras enzimas como ser las transferasas, las oxidorreductasas, las
liasas, y las isomerasas, las hidrolasas han resultado de gran interés, ya que son las

gue mas demanda han tenido en el mercado de las enzimas (Figura 4).

Oxido-
reductases

Transferases

Oxidizing cells

Reducing \
cells '|
|
lsomerases /f
Hydrolases
Lyases

Figura 4: Tipos de enzimas utilizadas en biotransformaciones industriales. Las hidrolasas
representan un 50% del mercado de biocatalizadores. Tomado de Straathof y colaboradores
(226).
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Desde el punto de vista estructural, las hidrolasas estan compuestas por una region
central de hojas B y a hélices (99). La organizacion candnica del plegamiento de las
a/ B hidrolasas esta compuesto por 8 hojas B paralelas (con la excepcion de la hoja
B2 que es antiparalela) envueltas en a hélices. También presentan la caracteristica
de un sitio activo formado por una triada catalitica altamente conservada de un
nucledfilo (serina, cisteina o acido aspartico), posicionado luego de la hoja 85, un
residuo acido posicionado luego de la hoja B7, y un residuo de histidina altamente

conservado, localizado luego de la ultima hoja B (Figura 5) (173).

H 34 e ™ | \ = y
NH, L. L—
' 5 Histidine
\ p3 Nu(;lcophulukl

Figura 5: Topologia caracteristica de la familia de las a/f hidrolasas. Las a hélices son
representadas por los cilindros y las hojas B por las flechas planas grises. Las posiciones
topoldgicas de los residuos que forman el sitio activo estan representadas por los circulos
negros. El residuo nucleoflico se encuentra posicionado luego de la hoja 35, el residuo de
Aspartato/glutamato se encuentra después de la hoja B7, y el residuo de Histidina se

encuentra envuelto entre la hoja 38 y la hélice aF. Tomado de Nardini y Dijkstra (173).

La familia de la a/f hidrolasas presentan caracteristicas interesantes como ser una
alta especificidad de sustratos, independencia de cofactores, termoestabilidad,

actividad en pHs extremos y estabilidad en solventes organicos. Estas
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caracteristicas las ha llevado a ser el punto de atencion para el campo de la
biotecnologia (22, 23). Las a/B hidrolasas mas estudiadas son las amilasas, las

celulasas, las proteasas, las esterasas y las lipasas (33, 130, 227, 252, 254).

2.1 Lipasas y esterasas

2.1.1 Generalidades

Las lipasas son enzimas ubicuas en la naturaleza producidas por plantas, animales,
y microorganismos. Las lipasas de origen microbiano, mayoritariamente de bacterias
y hongos, representan la clase de enzimas de origen metagendémico (Ver 4) mas
ampliamente utilizadas en aplicaciones biotecnolégicas y en la quimica organica
(89, 112, 248). Esto ha llevado a la clonacién y caracterizacion de muchas de estas
enzimas, asi como al estudio de los mecanismos moleculares que controlan la

expresion, el plegamiento y la secrecion de las mismas (8, 182).

Tanto las lipasas como las esterasas pertenecen a la misma familia de a/f3
hidrolasas. Desde el punto de vista estructural la superfamilia de a /B hidrolasas
definidas por Ollis y colaboradores en el afio 1992, incluia una gran variedad de
enzimas, de las cuales su actividad estaba relacionada con una triada de residuos
cataliticos normalmente formada por residuos de Serina, histidina y aspartato (180).
En el caso de las lipasas y esterasas, la triada esta compuesta por residuos de
serina, aspartato e histidina (S-D-H). El residuo de serina se encuentra en el centro
de un pentapéptido conservado GXSXG, donde G es una glicina, X es cualquier

aminodcido y S corresponde a la serina catalitica.

Las lipasas hidrolizan los enlaces éster de los acilglicéridos mediante la adicion de
una molécula de agua, dando lugar a los &cidos grasos libres y glicerol (89).
Dependiendo de la cantidad de agua en la reaccién son capaces de hidrolizar el
enlace éster o de sintetizarlo (89, 111, 112). Una de las principales caracteristicas
de las lipasas consiste en que son enzimas muy versatiles, ya que pueden catalizar
reacciones de hidrdlisis sobre un amplio rango de lipidos, como ser TAG, ésteres
hidrolizables y sales biliares (80, 160). Sin embargo, su producciéon puede ser
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altamente influenciada por la presencia de otras fuentes de carbono, como ser

azucares Yy polisacéaridos (81, 82, 160, 192).

Las lipasas pueden ser definidas como carboxilesterasas, que catalizan la hidrolisis
de ésteres de glicerol de cadena larga. Sin embargo, no hay una definicion descrita
para el término “cadena larga”. Enzimas capaces de hidrolizar ésteres de glicerol
con una cadena carboxilica de 10 atomos de carbono o mas pueden ser
consideradas lipasas (EC 3.1.1.1), mientras que las enzimas que actlan en ésteres
de glicerol con una cadena menor a 10 atomos de carbono son clasificadas como
esterasas (EC 3.1.1.3) (111). Sin embargo, la mayoria de las lipasas son también
capaces de hidrolizar ésteres de glicerol de cadenas cortas.

Otra caracteristica que diferencia la mayoria de las lipasas de las esterasas es el
fendmeno de activacion interfacial, que se refiere al intenso aumento de actividad de
la enzima en la interface lipido-agua de substratos emulsificados o micelares,
provocado por un rearreglo estructural del sitio activo. En el caso de las lipasas, en
ausencia de interface, el sitio activo apolar de la enzima esta cubierto por un tapén
(lid) y la enzima se encuentra en una conformacién cerrada. En presencia de
sustancias hidrofébicas, el tapdén es removido exponiéndose una gran superficie
hidrofébica, y quedando los residuos cataliticos accesibles al substrato

(conformacion abierta) (193).

En presencia de solventes organicos, son también capaces de catalizar reacciones
de sintesis o de intercambio de grupos (transesterificacion e interesterificacion)
entre diferentes moléculas, incluyendo lipidos, glucidos y aminoacidos (Figura 6)
(20)
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Figura 6: Reacciones quimicas catalizadas por las lipasas

La interesterificacion quimica es uno de los procesos mas importantes en la
modificacion de las caracteristicas fisicoquimicas de las grasas y de los aceites, ya
gue modifica la estructura de los TAG, mejorando las propiedades fisicas y
nutricionales de los lipidos (122, 131, 178). Ademas, la interesterificacion es una
reaccion que modifica la distribucion de los TAG produciendo un reordenamiento en
su distribucion, sin cambiar la composicién quimica (Figura 6 panel 3). También, se
ha utilizado industrialmente para modificar grasas y asi brindar propiedades de

plasticidad y untabilidad, caracteristicas de textura deseables en productos como
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margarinas (178). Las enzimas lipoliticas pueden realizar todas estas reacciones
con una elevada especificidad de sustrato, asi como de forma quimio, regio o
estereoespecifica. Son altamente estables en un amplio rango de pHs, temperaturas
y solventes organicos. Ademas, no requieren la presencia de cofactores (137).
También son estables frente a diferentes detergentes, iones y agentes quimicos, y
algunas son afectadas por la presencia de cationes divalentes (113). Se ha
demostrado que en presencia de cationes divalentes se estimula o inhibe la
capacidad lipolitica de lipasas producidas por Burkholderia sp, Bacillus sp,
Pseudomonas sp (89, 121). Algunos estudios han demostrado que en Bacillus sp,
Acinetobacter sp, y Burkholderia sp, el pH inicial del medio de cultivo escritico para
la produccién de lipasas (12, 89).

Por lo cual, todas éstas caracteristicas las hace interesantes en el campo de la
biotecnologia (112, 114).

2.1.2 Clasificacion de enzimas lipoliticas

Desde hace varios afios se han venido realizando una gran cantidad de trabajos de
investigacion con el fin de identificar los motivos conservados en las enzimas
lipoliticas de una gran variedad de organismos. Estos incluyen vertebrados,
invertebrados, hongos y bacterias. Asi como también se han estudiado los

elementos involucrados en mantener la estructura tridimensional del sitio catalitico.

En el aflo 1999, Arpigny y colaboradores clasificaron 53 secuencias de enzimas
lipoliticas bacterianas en ocho familias (I-VIIl) y subfamilias, en base a la similaridad

en la secuencia aminoacidica y en algunas propiedades biolégicas fundamentales

(8).

a) Familia | o lipasas verdaderas

La familia | se divide en 6 subfamilias, del 1.1 al I.6. Desde el punto de vista
estructural presentan un residuo de serina catalitico inmerso en el motivo
conservado GHSXG.

Inicialmente las lipasas verdaderas se ordenaron en un grupo denominado
Pseudomonas 1, 2 y 3. Esto fue debido a que probablemente las lipasas producidas

por las Pseudomonas, fueron el primer grupo predominante estudiado, y que tenian
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un rol de interés para la industria. Otras lipasas producidas por especies de Bacillus
presentan sustituciones en el pentapéptido conservado, en el cual un residuo de

glicina es sustituido por un residuo de alanina en el pentapéptido AXSXG.

b) Familia Il o familia GDSL

La familia Il también es conocida como familia GDSL, debido a que los miembros de
esta familia no presentan el pentapéptido conservado GXSXG, en su lugar
presentan el motivo GDSL. Enzimas como las producidas por las especies de
Pseudomonas aeruginosa, Salmonella typhimurium y Photorhabdus luminiscens,
presentan un dominio C-terminal adicional, el cual abarca aproximadamente un
tercio de su secuencia completa y se encuentra plegado. Ademas, estas enzimas
presentan una gran cercania con una nueva familia identificada de factores de

autotransporte de virulencia bacterianos (100, 161).

c) Familia Il

Esta familia de proteinas fue identificada primeramente por Cruz et al. (50). En el
afio 1998 Wei y colaboradores, obtuvieron la primer estructura terciaria de la lipasa
producida por la cepa M11 de Streptomyces exfoliatus. Los miembros de esta
familia presentan el pentapéptido conservado formado por los residuos de Gly-His-
Ser-Met-Gly. Las enzimas de esta familia, también se caracterizan por presentar un
plegamiento candnico de a/f hidrolasas, asi como también semejanza estructural

con la proteina acetil hidrolasa humana PAF.

d) Familia IV

Los miembros de esta familia se caracterizan por mostrar similitud con las lipasas
sensibles a hormona de mamiferos (mammalian hormone-sensitive lipase) (HSL).
Esta familia es conocida como la "familia HSL" de enzimas lipoliticas (8). Los
miembros de esta familia presentan la triada catalitica de residuos conservados
aspartato, histidina y el nucledfilo serina formando parte del pentapéptido consenso
GXSXG. Por otro lado, se han reportado sustituciones donde el residuo de aspartato

es remplazado por un residuo de glutamato (39, 106).
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e) Familias Vy Vi

Las proteinas pertenecientes a la familia V presentan el tipico plegamiento a/f
hidrolasa, asi como también, el pentapéptido conservado GXSXG. Por otro lado
también presentan un motivo conservado formado por los residuos PTL, descrito por
Arpigny y colaboradores (8). Se han reportado esterasas con sustituciones de este
motivo por el motivo PTQ y por el motivo PAL (244). Esta familia son originarias de
organismos mesofilos, terméfilos y psicrofilos. También se ha descrito que

presentan similitud con otras enzimas no lipoliticas.

Las enzimas pertenecientes a la familia VI presentan un peso molecular entre 23 y
26 KDa, siendo las mas pequefias entre todas las familias (8). Una de las primeras
en identificarse como miembro de esta familia es la carboxilesterasa producida por
Pseudomonas fluorescens. Presenta la clasica triada catalitica formada por residuos
de Serina, Aspartato, e Histidina (S-D-H), asi como también el pegamiento de a/f3
hidrolasas. Presentan la caracteristica de hidrolizar pequefios sustrato, con un
amplio rango de especificidad, y no presentan actividad con TAG de acidos grasos
largos de cadenas largas. Miembros de esta familia también presentaron alta

similitud con las fosfolipasas de eucariotas.

f) Familia VIl

Los miembros de esta familia se caracterizan por mostrar similitud con carboxil
esterasas de eucariotas. Especificamente la esterasa producida por Arthrobacter
oxydans hidroliza herbicidas como el fenilcarbamato (187). Presentan el
pentapéptido conservado GXSXG., asi como también la tipica triada catalitica S-D-
H. Esterasas de esta familia como la producida por Bacillus subtilis presenta la
ventaja de hidrolizar p-nitrofenzil ésteres, los cuales deben ser removidos durante la

sintesis de antibibticos B lactamicos (256).

g) Familia VIII
Los miembros pertenecientes a esta familia muestran una remarcable similaridad
con la familia de clase C de B-lactamasas y con la familia de unién a penicilina

"penicillin-binding protein” (20). También se las ha relacionado a las acetilesterasas
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de eucariotas. Ambas familias presentaban una variacién en el pentapéptido tipico
de las lipasas y esterasas GXSXG, el cual es sustituido por el motivo SXXK.
Ademas, los miembros de esta familia, contienen aproximadamente 380 residuos

aminoécidicos, con un peso molecular de aproximadamente 42 kDa.

Sin embargo, desde la clasificacion realizada por Arpigny y colaboradores nuevas
enzimas lipoliticas han sido aisladas e identificadas, y se han propuesto nuevas
familias adicionales (102, 125, 144).

Por ejemplo en un estudio realizado en el afio 2006, se identific6 una lipasa
denominada LipG, la cual presenta la tipica triada catalitica caracteristica de la
familia de las a/p hidrolasas, asi como también el pentapéptido conservado GXSXG.
Sin embargo, la caracteristica que provocO el postulado de esta nueva familia
denominada familia LipG fue la presencia de los residuos Arg-Gly en el extremo N-
teminal los cuales formarian el oxi anion, a diferencia de lo observado en la mayoria
de las lipasas bacterianas y de algunos hongos, en los cuales se observan los
residuos His-Gly (123).

Afos mas tarde, en el afio 2009, a partir de analisis filogenéticos se demostré que la
lipasa denominada LipEH tampoco pertenecia a ningun grupo previamente descrito,
ya que no presentaba homologia de secuencia con secuencias de enzimas
lipoliticas ya descritas, a pesar de presentar el pentapéptido conservado GXSXG.
Estos resultados, ademas de la identificacion bioquimica sugirieron la existencia de

una familia adicional de lipasas denominada familia LipEH (125, 144).

2.1.3 Produccion de enzimas lipoliticas

Las lipasas bacterianas, por ejemplo las producidas por varias especies de Bacillus,
son sobreexpresadas en hospederos como Escherichia coli, utilizando los sistemas
convencionales de expresiéon. Sin embargo, la obtencién de lipasas producidas por
Pseudomonas y Burkholderia no es posible utilizando los sistemas de expresiéon
convencionales (110). Por ejemplo las lipasas de Pseudomonas requieren la

presencia funcional de 30 proteinas celulares para poder ser recuperadas del
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sobrenadante celular enzimaticamente activas. Esto indicaria, que el plegamiento y
secrecidon son procesos altamente especificos, y que podrian no funcionar

correctamente en hospederos heterélogos (201).

2.1.4 Plegamiento y secrecion

Las lipasas extracelulares deben ser translocadas a través de las membranas
bacterianas. Se han identificado cuatro sistemas de secrecion por el cual las
bacterias son capaces de secretar las enzimas lipoliticas, el transportador ABC, el
sistema de secrecion tipo Il y dos maquinarias de secrecion denominadas Sec y Tat

(Figura 7) (112).
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Figura 7: Vias utilizadas por las bacterias Gram positivas y Gram negativas para secretar

las enzimas lipoliticas. Tomado de Jaeger y Eggert (112).
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En las bacterias Gram positivas, a diferencia de las bacterias Gram negativas, las
enzimas secretadas tiene que atravesar solamente una membrana citoplasmatica.
Generalmente, estas proteinas contienen una secuencia sefial, la cual dirige su
translocacion via la maquinaria denominada Sec (69). Ha sido descrita una segunda
via de translocacion denominada via Tat (Twin arginine translocation), la cual
reconoce proteinas que presentan péptidos sefiales con una secuencia muy
conservada, caracterizada por la presencia de dos argininas continuas (RR) (197).
Los sistemas de secrecion Sec y Tat median la translocacion de proteinas a través
de la membrana interna y operan tanto en bacterias Gram positivas como en Gram
negativas. En el genoma de Bacillus subtilis, han sido identificadas 188 proteinas
como potenciales enzimas secretadas. Estas incluyen dos lipasas, en la cual la
lipasa LipA contiene la secuencia sefial Tat, mientras que LipB, con la cual contiene
alta homologia contiene la secuencia Sec (233).

Muchas bacterias Gram negativas, son conocidas por la eficiencia de secretar
lipasas extracelulares, entre las que se encuentran las especies Pseudomonas y
Burkholderia. En bacterias Gram negativas el transporte y el autotransporte estan
mediados por los sistemas de secrecion tipo ABC (transportador ABC) o tipo | y tipo
Il (secretdn), respectivamente.

En Pseudomonas aeruginosa, se han identificado al menos cuatro sistemas de
secrecion. En este sistema de secrecion tipo 1l o secreton, luego de que la enzima
ha sido secretada a través de la membrana interna via la maquinaria Sec, es
plegada en el periplasma en su conformacion activa. El plegamiento en el
periplasma requiere de moléculas que asistan, el correcto plegamiento y la correcta
secrecion de la enzima. Esta asistencia a cargo por determinadas chaperonas
intermoleculares como la denominada proteina Lif (lipase-specific foldase) (113). Sin
embargo, se identificé una lipasa de una especie de Pseudomonas la cual era capaz
de plegarse en su conformacién activa y desarrollar el 63% de actividad enzimatica
en comparacion a la cepa salvaje, en ausencia de la proteina Lif, lo cual sugirié que
estas proteinas no eran del todo esencial para el plegamiento (124). Por otro lado,
las lipasas producidas por Pseudomnas fluorescens y por Serratia marascens no
contiene el tipico péptido sefal en el extremo N-terminal y las proteinas son
secretadas directamente por el sistema tipo | de secrecién o por el transportador

ABC. Algunos estudios han demostrado que una sobreexpresion del transportador
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ABC, incrementa considerabalamente la produccién y secrecion de las lipasas

producidas por P. fluorescens y por S. marascens (2, 213).

2.1.5 Aplicaciones biotecnoldgicas de lipasas y esterasas

Por medio de la utilizacién de la metagendémica (Ver 4.0) se han identificado mas de
80 nuevas lipasas y esterasas, pero unas pocas han sido caracterizadas (224). La
caracterizacion de esas nuevas enzimas ha revelado caracteristicas interesantes
para aplicaciones en procesos biotecnolégicos. Li y colaboradores identificaron una
lipasa capaz de degradar un insecticida y sugiere su uso en la biorremediacién de
ambientes contaminados (149). También se han caracterizado varias lipasas con
aplicaciones en la industria farmacéutica. En el afio 2001, se caracteriz6 una lipasa
proveniente de Serratia marcescens capaz de catalizar con alta enantioselectividad
la hidrdlisis asimétrica de un compuesto intermediario para la sintesis del farmaco
diltiazem, el principal vasodilatador coronario (213). Aflos mas tardes, Ferrer y
colaboradores identificaron una esterasa enantioselectiva, capaz de hidrolizar
preferencialmente el compuesto (S)-solketal, utilizado como molécula para la
sintesis de farmacos, con un rendimiento mucho mayor que el de las enzimas
usualmente utilizadas (71). También, son utilizadas en la resolucion de mezclas
racémicas como ser (R,S)-ibuprofeno y (R,S-) mentol (31, 32). También, se han
reportado trabajos donde estas enzimas pueden ser utilizadas en la produccién de
detergentes, biocombustibles y en la industria de alimentos (15). Recientemente, se
han caracterizado nuevas esterasas y lipasas temoresistentes con interesantes
caracteristicas para la industria (4, 16, 43, 62, 133, 167). Sin embargo, la busqueda
de nuevas enzimas que sean capaces de optimizar procesos industriales, continta
en aumento, y se han descrito muchas mas.

En otro estudio, fue reportada una esterasa EstCS2, la cual presentaba una alta
estabilidad en solventes organicos y actuaba sobre ésteres de ketoprofeno,
alcoholes terciarios, y en poliuretano, lo que la sugeria en aplicaciones para la
biotransformacion y la biorremediacion (40).

3. Diversidad microbiana

Los procariotas son capaces de crecer y desarrollarse en un amplio rango de

ambientes, que van desde lagos alcalinos hasta fumarolas hidrotermales, lo cual
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indica que pueden contener enzimas que son estables y activas en estas
condiciones extremas (41, 158, 189, 229). En base a ello, los microorganismos
(bacterias y hongos) constituyen la base de la biotecnologia, tanto como
sintetizadores de productos naturales o actuando directamente en bioprocesos. Por
lo cual estas moléculas biocatalizadoras han resultado de mucho interés en
procesos industriales.

Sin embargo, la mayoria de los microorganismos provenientes de estos ambientes,
aunque estén activos, generalmente son muy dificiles de cultivar por métodos de
cultivo clasicos (7). Durante muchos afios los microorganismos fueron cultivados,
purificados e identificados por medios bioquimicos. Muchos antibiéticos, y otros
productos de aplicacion biotecnolégica fueron obtenidos en base a estas técnicas
tradicionales (53). Sin embargo, una de las principales limitaciones para utilizar
moléculas biocatalizadoras en la industria fue que se las podian obtener solamente

a partir de aislamientos bacterianos (147).

En el aflo 1980, se publico un trabajo que describia un proceso de purificacion de
ADN de toda la comunidad bacteriana presente en una muestra de suelo (235) . A
través de curvas de cinética de reasociaciéon de ADN de esas muestras comparadas
con la cinética del genoma puro de E. coli, se sugiri6 la existencia de
aproximadamente cinco mil genomas en la muestra analizada, lo cual permitié
acceder a una mayor diversidad genética alli existente (234, 235)

Por otro lado, Carl Woese basandose en que los genes que codifican para las
subunidades de los ribosomas, se encontraban presentes en todo los procariotas, y
gue su secuencia posee regiones conservadas y otras variables, postulé la idea de
utilizar los genes ribosomales como reloj molecular para descifrar las relaciones
filogenéticas entre microorganismos (246, 247). A partir de este descubrimiento, se

definieron los 3 dominios de la vida (Bacteria, Archaea y Eucaria).

A partir del postulado de Woese, en 1986, se utilizaron cebadores especificos para
amplificar el gen ARNr de 16S, con el fin de caracterizar la biodiversidad de
muestras de suelo (181). Esta técnica tuvo un gran impacto en los sistemas

utilizados hasta ese momento para clasificar filogenéticamente las bacterias.
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Estudios realizados con un gran numero de secuencias, han revelado que en los
ambientes naturales, existe una vasta diversidad de microorganismos y mas del
99% de éstos no pueden ser cultivados en el laboratorio. Se estima que en el suelo
y en las aguas oceénicas hay presentes entre 4-5x10°° y 3.6x10%° células
microbianas, respectivamente (49, 217). Estas complejas comunidades no
cultivables, representan un enorme reservorio de diversidad genética y metabdlica.
La caracterizacion de esta diversidad permite no solamente la exploracién de
nuevas funciones, sino también comprender nuevas actividades metabdlicas, las
interdependencias microbianas existentes en los diferentes habitats, y los roles de
cada microorganismo en el ecosistema.

Para abordar esta complejidad un nuevo abordaje denominado Metagenomica, se

estd utilizando en los ultimos afios.
4. Metagendémica

Actualmente los procesos biotecnolégicos se encuentran continuamente
incrementando la demanda de nuevas moléculas biocatalizadoras. Esto ha sido un
disparador del desarrollo de nuevas estrategias experimentales para la busqueda e
identificacion de genes que codifican enzimas participantes en estos procesos.

La metagendmica se define como el analisis funcional y de secuencia de genomas
colectivos, contenidos en un determinado ambiente (93). A partir de esto se define a
un metagenoma como el conjunto de genomas provenientes de una muestra
ambiental. El método utiliza técnicas clasicas de la biologia molecular que incluyen
la purificacion del ADN, clonado, transformacion y técnicas de microbiologia.

A través de la metagendmica se ha podido acceder a un gran numero de genes, los
cuales codifican para nuevas enzimas o para enzimas mas eficientes desde el punto
de vista biotecnolégico. Operones que codifican para una via metabdlica entera
también pueden ser caracterizados por medio de este abordaje y utilizados en la

produccion de metabolitos secundarios (51).

El término “metagendmica” se ha venido utilizando desde el afo1998 (93). Sin
embargo, el trabajo realizado por Stein y colaboradores en el afio 1996, es
considerado el primer trabajo en este campo. En ese trabajo, se analizaron

fragmentos de ADN de 40Kb, derivado de una arquea marina y el objetivo fue
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evidenciar la presencia del microorganismo en una muestra de ADN ambiental
utilizando la técnica de PCR por medio de cebadores especificos para el gen 16S
del ARNr (225).

No fue hasta el afio 2000 que se publico el primer trabajo de metagendémica a partir
de muestras de suelo. En este trabajo los autores utilizaron todas las técnicas que
son utilizadas actualmente en el campo de la Metagendmica, realizando ademas del
andlisis de filogenia, analisis funcional para la deteccién de enzimas de interés
industrial como ser celulasas, lipasas, esterasas, amilasas, quitinasas, queratinasas,
nucleasas. Los clones que poseian el inserto de interés o sea que tenian el gen que
codificaba para dicha funcion, fueron secuenciados y las proteinas fueron

purificadas y caracterizadas (200).

4.1 Aproximaciones utilizadas en metagenomica

El andlisis de las bibliotecas gendmicas puede ser realizado a través de dos
aproximaciones o metodologias. La primera se basa en el analisis de las secuencias
obtenidas directamente del metagenoma y la segunda se basa en la basqueda de

determinada actividad funcional (Figura 8) (92).
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Figura 8: Estrategia para la construccion y tipo de aproximacion utilizada en una biblioteca

metagenémica. Tomado de Handelsman y colaboradores (92).

4.1.1 Analisis basado en la secuencia

En el afio 2004, Venter y colaboradores, publicaron el primer trabajo utilizando
secuenciamiento por "shotgun” de ADN proveniente de muestras de agua

colectadas del Mar de Sargasso (237). Esta estrategia de secuenciamiento se basa
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en que el genoma total de la comunidad es fragmentado, luego los fragmentos de
ADN son secuenciados y ensamblados. Desde entonces hasta la actualidad, la
cantidad de informacion conocida acerca de los genomas ambientales, se ha venido
incrementando debido al crecimiento de los proyectos de secuenciacion de ADN
proveniente de diversos ambientes. Como consecuencia de ello, se han identificado
genes que codifican nuevas enzimas con distintas aplicaciones biotecnolégicas. Por
ejemplo, el analisis de datos gendmicos provenientes del secuenciamiento de
ambientes marinos, permitio identificar una gran cantidad de nuevas enzimas

hidroliticas, que incluian 113 celulasas y 20 lipasas (45, 195).

La aproximacion basada en el analisis de secuencia utiliza varias metodologias para
la obtencibn de las secuencias. Una primera metodologia utiliza regiones
conservadas del ADN, con el fin de diseflar cebadores para ser utilizados en
reacciones de PCR y asi amplificar regiones que guarden homologia con genes de
interés. Otro abordaje utiliza el secuenciamiento de los extremos del inserto de ADN
clonado, o de todo el ADN metagendmico de una determinada muestra ambiental,
(169, 237). Por medio de esta aproximacion la identificacion es realizada por
comparacion de las secuencias obtenidas con las secuencias de los bancos de

datos.
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4.1.2 Analisis basado en la deteccion funcional

El método basado en la deteccion funcional identifica células con idéntica
informacion genética provenientes de una misma cepa parental (clon). La
identificacion del fenotipo es realizada en medio de seleccion sdélido conteniendo un
sustrato selectivo para una funcion de interés, por ejemplo se le suplementa leche
en polvo al medio para detectar actividad proteasa. Los clones que estén
expresando dichas enzimas, formaran un halo de hidrdlisis alrededor de la colonia.

En comparacién a la aproximacion basada en la secuencia, la deteccién funcional
esta limitada al sistema de expresion de la célula hospedera. Permite identificar
nuevas enzimas basado en sus actividades y no en su secuencia. También, es
posible acceder a un mayor nivel de diversidad genética, a través de la deteccién de
funciones de genes desconocidos, sin embargo, la identificacion de un determinado
gen, no garantiza que este gen sea expresado en la célula hospedera, asi como
tampoco, que la proteina codificada posea una funcion que esté anotada en la base
de datos. En un andlisis basado en la secuenciacion de biofilms de agua potable, se
detectaron parcialmente 21 genes codificantes para actividad lipasa (209). Por otro
lado, a través de la deteccion funcional del mismo biofilm se detectaron 6 clones con
actividad lipasa lo que sugirio que el bajo numero de clones lipoliticos pudo haber

estado relacionado con las limitaciones en la expresion de genes heterélogos (64).

Con el fin de obtener nuevas enzimas con aplicaciones biotecnolOgicas, se
construyreon varias bibliotecas a partir de distintos tipos de muestras, de suelo, de
aguas, de biofilms de agua bebible, de rumen bovino, de la cavidad bucofaringea
humana (48, 56, 64, 133, 172, 200, 209). En la siguiente tabla se resumen algunas
de las nuevas enzimas identificados utilizando el enfoque metagenémico, asi como
también la estrategia utilizada y algunas aplicaciones biotecnolégicas de las
enzimas identificadas (Tabla 1).
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Tabla 1: Enzimas microbianos aisladas de bibliotecas metagendémicas provenientes de diferentes ambientes. Tomado y adaptado de

Singh y et al, y de Ferrer y colaboradoresl| (70, 215).

Enzima Ambiente Screening Aplicaciones biotecnol6gicas Ref.
Esterasas Sedimentos de Andlisis Funcional Industria_farmacedutica (alta quimio regio y estero-especificidad de | (64, 115,
Mar, Suelos compuestos para sintesis de farmacos). 129, 143,
selvaticos, Agua Biotranformacion _y Biorremediacion (presentan alta estabilidad en | 195)
bebible, Rumen solventes organicos y actian sobre ésteres de ketoprofeno, alcoholes
vacuno terciarios, y en poliuretano).
Lipasas Suelo y compost | Analisis Funcional Biotranformacion (presentan alta estabilidad en solventes organicos y | (139, 144,
actlan sobre ésteres de ketoprofeno, alcoholes terciarios, y en | 185, 186,
poliuretano). 241)
Biorremediacion  (degradacion de insecticidas en ambientes
contaminados).
Industria del transporte (utilizadas en el proceso de obtencion de
biodiesel como combustible alternativo).
B-Lactamasas Sedimentos de Andlisis basado en Industria farmacéutica_(accién antibiotica). (220)
suelos la secuencia (PCR)
oceanicos
Amilasas Musgo (crecido | Andlisis Funcional Industria_panificadora y de bebidas (son utilizadas para hidrélizar el | (177, 199,
sobre lodo) almidén y asi obtener azucares sencillos, oligo y monosacéridos). 208, 252)
Industria del transporte (utilizacion del almidon como materia prima
para la produccion de etanol como combustible alternativo).
B-Glucanasas Intestino de Analisis Funcional Industria de bebidas (Industria cervecera) (son utilizadas para disminuir | (208)
raton la viscosidad de los mostos, por medio de la digestion del material
celulésico, por lo cual se mejora su filtracién, y se obtienen cervezas
ligeras o con menor contenido de calorias.
Celulasas Suelo, rumen Andlisis Funcional Industria de alimentos y bebidas (favorecen la extraccion vy filtracién de | (60, 108)

vacuno, lagos,
mares

jugos de frutas o verduras, filtracion de mostos y la extraccion de
aceites comestibles.

Industria téxtil (utilizadas en el destefiido de prendas, se adicionan a
los detergentes para eliminar microfibrillas adheridas a la fibras
principales, de forma de suavizar las prendas).
Industria del transporte (produccién de etanol).
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Quitinasas Ambientes Andlisis basado en Potenciales insecticidas, proteccion contra patégenos fungicos, (44, 142)
acudticos : la secuencia (PCR)
mares Yy lagos
hipersalinos
alcalinos
Xilanasas Intestino Andlisis Funcional Industria de la pulpa y papel (se utilizan en el proceso de bioblanqueo, | (29, 97)
humano, con el fin de realzar la brillantez de las pulpas y disminuir la cantidad
intestino de de cloro utilizado en las etapas de blanqueo).
insectos (polilla,
termita) Industria de alimentos (clarificacion de jugos y vinos, licuefaccion de
mucilage de café, extraccion de saborizantes, pigmentos, aceites de
plantas y semillas y en la maceracién de material vegetal)
Industria_panificadora (mejora la calidad de la masa, mejorando la
textura y el sabor)
Pectinasas Suelo de areas Andlisis Funcional Industria_textil (solubilizacion de la pectina no deseable durante el | (218)
tropicales proceso de limpieza del algodon).
Ciclodextrinasas | Sedimentos de Andlisis Funcional Industria farmacéutica (sintesis de farmacos) (72, 231)
suelo y rumen
vacuno
Proteasas Ecosistemas Andlisis Funcional Industria farmacéutica (formulacion de antitrombdticos, coadyuvantes | (55, 88)
marinos digestivos, antiinflamatorios y aceleradores de la coagulacién

sanguinea asi como en la formulacion de detergentes).

Industria de Alimentos (fabricacion de queso) y fabricacién de bebidas
(Industria cervecera)
Industria del cuero (depilado de pieles en curtiembres).
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La mayor cantidad de trabajos en metagendmica se han realizado a partir de la
construccion de bibliotecas de suelos y en menor grado de otros ambientes (26, 46,
123, 150, 212). Se han descrito varios protocolos para la purificacion del ADN a partir
de muestras de suelo (153). Estos han sido punto de partida para muchos estudios
posteriores. Las metodologias mas utilizadas se dividen en métodos directos y métodos
indirectos (51).

Dependiendo de la muestra ambiental de partida se han descrito diferentes estrategias.
En el método directo (en el caso de muestras de suelo) la purificacion de ADN es
realizada con la muestra de suelo en su totalidad, e incluye un paso de lisis mecéanica,
en el cual el suelo es mezclado con esferas de silice, y es sometido a agitacion
mecanica. El objetivo de esta etapa es romper los agregados de suelo, liberar el
maximo posible de células (en solucién) y ayudar en la fragmentacion de la pared
celular de bacterias resistentes a la lisis quimica. En el método indirecto de purificacion
de ADN, las muestras son sometidas a varios ciclos de lavado, centrifugacion, seguidos
de una lisis quimica, con el fin de separar las células bacterianas de la matriz del suelo.
Luego de obtenerse una suspension de células, se realiza una purificacion de ADN
gendmico bacteriano. Ambas metodologias presentan ventajas y desventajas. En el
método directo al no realizarse lavados, se accede a una mayor cantidad de células y
por lo tanto a una mayor diversidad de especies en la muestra, en comparacion con el
indirecto. Sin embargo, presenta una gran cantidad de contaminantes. Por otro lado, la
agitacion del ADN con las esferas de silica, puede provocar una fragmentacion
excesiva del mismo lo que puede ser un inconveniente al momento de querer construir
bibliotecas metagendmicas con insertos de gran tamafo. En el método indirecto, por
realizarse varios lavados y una lisis quimica se obtiene un ADN mas puro y de alto
peso molecular. Sin embargo, se piensa que una parte del ADN bacteriano se pierde
por esta metodologia la cual incluye el paso de lavado, ya que no todo el ADN es

removido de la matriz del suelo (139).

Como se comentd anteriormente, la utilizacion de la metagendmica ha venido

acelerando fuertemente el descubrimiento de nuevas moléculas que intervienen en la
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biocatélisis, muchas de ellas con propiedades inusuales o poco estudiadas (59, 65, 83,
115, 116, 143). Por ejemplo, en el afio 2009, Steele y colaboradores mencionaron un
total de 15 publicaciones, en las cuales se reportaron un total de 92 clones con
actividad positiva de lipasas y/o esterasa, provenientes de diferentes bibliotecas
metagendmicas. De los 92 clones con actividad lipolitica positiva, al menos 19 clones
fueron sobreexpresados, purificados y caracterizados desde el punto de vista
bioquimico (64, 195, 200, 224, 238). Cabe destacar que desde entonces hasta la

actualidad, estos nimeros contindan en aumento.

4.2 Construccion de bibliotecas metagenomicas

Hay varios factores a tener en cuenta en el momento de construir bibliotecas
metagendmicas. Algunos de ellos son la seleccion del ambiente, el muestreo, el
tamafio del inserto a ser clonado y la estrategia de clonado a utilizar, el método de

deteccion y la eleccion del hospedero.

4.2.1 Seleccion del ambiente

Los estudios en metagenOmica, se agrupan en tres categorias en funcion de la
seleccion del ambiente. El primer grupo selecciona ambientes que en base a la
bibliografia se conoce que son abundantes en la molécula biocatalizadora a identificar,
como por ejemplo la busqueda de enzimas xilanasas en el intestino de termitas (29). El
segundo grupo se basa en la seleccion de ambientes con alta diversidad gendmica,
como por ejemplo el suelo. El tercer grupo se basa en el estudio de ambientes
extremos, y la busqueda de biocatalizadores, los cuales son estables bajo las
condiciones ambientales que experimentan los microorganismos alli existentes (71). En
los ambientes con alta diversidad gendmica, en comparacion con los ambientes de
condiciones extremas las condiciones ambientales suelen ser variables en términos de
estar sujetos a grandes fluctuaciones de temperatura, pH o salinidad. Las moléculas
biocatalizadoras obtenidas de estos ambientes generalmente muestran un alto nivel de
estabilidad y actividad bajo un amplio rango de condiciones (64, 239).

Una estrategia para obtener una mayor diversidad de moléculas biocatalizadoras de un

determinado ambiente es enriquecer las comunidades presentes para luego extraer y
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clonar su ADN. Es importante destacar que la eleccion de un ambiente enriquecido
para la busqueda de moléculas biocatalizadoras, no garantiza una alta frecuencia de
deteccion de las mismas. Un estudio realizado a partir de un metagenoma de rumen
bovino proveniente de un ambiente naturalmente rico en amilasas, encontr6 un clon
con actividad en un total de 14.000 clones estudiados (77/Mb de ADN) (71). Esto
signific6 mucho menos que el rango de deteccion de amilasas proveniente de suelo
donde, un clon con actividad fue encontrado por cada 12.5 Mb de ADN sometido a
deteccion funcional (200).

Uno de los mas significativos desarrollos es la utilizacion de la metagendmica para la
deteccion de productos farmaceéuticos relevantes como lo son antibioticos y drogas
contra el cancer, provenientes de ambientes marinos simbioticos (186, 240). Las
bacterias simbidticas son capaces de producir productos naturales, los cuales fueron
primeramente inaccesibles, debido a las restricciones de cultivo de ese

microorganismo. La utilizacion de la metagendmica ha permitido sortear este obstaculo.

4.2.2 Estrategias de clonado

El ADN metagendmico, puede ser clonado para obtener bibliotecas de insertos de gran
tamano o de pequefo tamafo. Las bibliotecas con insertos de gran tamafo pueden ser
generadas en vectores tipo cosmidos (46, 65), en BACs (cromosomas artificiales
bacterianos) (200), o en fosmidos (129, 195). Las bibliotecas de insertos pequefios son
mantenidas en vectores plasmidicos como ser el vector pBluescript SK+ (101), pUC19
(190), pZero-2 (79), y en el vector pBBRIMCS (222). Los vectores plasmidicos pueden
albergar ADN foraneo de un tamafio aproximado entre 2-8 Kb y replicarlo de forma
estable en un determinado hospedero (242).

Los vectores BACs presentan la ventaja de mantener de forma estable en la célula
insertos de ADN foraneo mayores a 200Kb, los cuales se replican en bajo nimero de
copias, lo que facilita su mantenimiento (148, 200). Sin embargo, la utilizacién de BACs
como vectores de clonado presenta la desventaja, de que el ADN a ser clonado por ser

de gran tamafio, requiere un tratamiento previo como por ejemplo someter la totalidad
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del ADN metagendmico a un gel electroforético de campo pulsado, con el fin de
seleccionar el tamafio de fragmentos a clonar (242).

Las bibliotecas con insertos de gran tamafio, presentan la ventaja de que requieren un
bajo nimero de clones para tener una completa cobertura, lo cual minimiza la cantidad
de trabajo necesario para detectar varias actividades de interés. Sin embargo, el gran
tamafio de los mismo y bajo niumero de copias hacen que la deteccién de genes
foraneos de baja expresion sea mas dificultosa (51).

En base a que la mayoria de los genes de rutas metabdlicas en procariotas se
encuentran en operones, se ha demostrado que bibliotecas que contienen insertos
mayores a 10Kb, son propicias para la identificaciébn de enzimas de vias metabdlicas
completas reguladas por varios genes, de sistemas de secrecion y de islas de
patogenicidad (83, 84).

Otra aproximacion utilizada en metagendmica para la deteccion de nuevos genes utiliza
la estrategia de subclonado, por medio de la técnica de nebulizacion o de sonicacion
del ADN. A partir de ésta se obtienen sub-bibliotecas de pequefios fragmentos de 1.5 a
7 Kb (48, 172). Presenta la ventaja de que permite la identificacion de genes que
codifican para una actividad de interés. Sin embargo, no es aplicable a estudios donde
se pretende identificar genes involucrados en vias metabdlicas, en las cuales podrian
intervenir mas de un operon u otros genes que ademas requieren para su expresion

proteinas accesorias o chaperonas (103).

4.2.3 Métodos de deteccion funcional

Muchos de los métodos utilizados en la deteccion funcional se basan en el plaqueo de
los clones en medios de cultivo que incluyen indicadores tales como colorantes o
sustratos especificos para determinadas enzimas. Por ejemplo, para la deteccion de
clones con actividad lipolitica se utilizan indicadores como el colorante rodamina B,
sustratos especificos como triacilglicéridos (tributirina, trioleina, tricaprilina), bacto
lipidos y el a-naftil acetato entre los méas utilizados (64, 71, 102, 132, 200). Los TAG,
dependiendo el largo del acido graso que contengan el sustrato, se utilizan para

detectar tanto actividad esterasas como actividad lipasa. La actividad lipasas o
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esterasa positiva puede ser detectada mediante la visualizacién directa o mediante
titulacion. Utilizando la primer metodologia la actividad positiva se detectan por la
aparicion de un halo de hidrdlisis alrededor de la colonia. Mediante la segunda
metodologia la actividad positiva es detectada por la titulacion de los acidos grasos
liberados utilizando el método conocido como pH estatico (pH Stat) (Tabla 2).

En el caso de utilizar el colorante rodamina B (Sigma, Aldrich), las placas que lo tienen
incorporado al agar, lucen opacas y de color anaranjado. La produccién de actividad
lipolitica es monitoreada al irradiar las colonias con luz UV a 350nm. Luego de las 16
horas de incubacion a 37°C, las colonias que presenten una fluorescencia de color
anaranjada tendran actividad lipasa positiva. De continuar la incubacion bajo las
mismas condiciones, las colonias que presenten halos de hidrélisis fluorescentes
alrededor de la colonia, también estaran expresando actividad lipolitica positiva. Las
colonias que no presentan actividad lipolitica, acumulan el colorante, forman un halo de

color anaranjado, pero no muestran fluorescencia al momento de ser irradiadas (132).

Al utilizarse el reactivo Bacto Lipido (Difco, Detroit, Mich), se detecta actividad lipolitica
positiva por la aparicion de un halo de hidrdlisis alrededor de la colonia a las 72 horas
luego de la inoculacion (199, 200). También son utilizados el detergente Tween 20 al
3% vy el reactivo a-naftil acetato. En el caso del Tween 20, la actividad esterasa positiva
también es detectada por la aparicion de un halo transltcido de hidrdlisis alrededor de

la colonia.

Al utilizar el a-naftil acetato, primeramente se incorpora top agar (0.8%) conteniendo el
colorante Fast blue RR (20ug/ml) y el reactivo a-naftil acetato (80ug/ml). El naftol,
producto de la hidrdlisis del ester de a-naftil interacciona con el colorante Fast blue RR
dando lugar a la formacién de un complejo de color amarronado. De esta forma, la
aparicion de un halo de color amarronado alrededor de las colonia, luego de 5 min de
finalizada la reaccién es un indicador de actividad esterasa positiva. La ventaja de la
utilizacion de este reactivo es que es posible detectar actividad lipolitica en menor

tiempo, en comparacion con las técnicas que utilizan tanto la rodamina, los detergentes
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y los TAG, ya que al utilizar éstos ultimos no hay un tiempo estipulado para detectar
dicha actividad

En la Tabla 2 se presentan algunos de los sustratos mas utilizados para la
determinacién de actividad lipolitica, el tipo de método de deteccién utilizado, asi como

sus caracteristicas mas relevantes.
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Tabla 2: Algunos métodos y sustratos utilizados para la deteccion de actividad lipolitica.

Actividad Método de Deteccion de
Sustrato Estructura del sustrato . o
buscada deteccidn actividad
Bacto Lipido | Actividad Mezcla de tributirina y Visualizacion directa | Halo transltcido azul
lipasa Tween 80 (composicion no alrededor de la colonia
disponible por el
fabricante).
a-naftil Actividad CH3CO2C10H7 Visualizacién directa | Halo de color amarronado
acetato esterasa alrededor de las colonia,
luego de cinco min de
(-'// K\ finalizada la reaccion
N \\\./J
Tween 20 Actividad C26H50010 Visualizacion directa | Halo translicido azul
esterasa - alrededor de la colonia
yy
l..J
wI
H“..‘ f
o4
Rodamina B Actividad C28H31IN203 Irradiacion con UV a | Halo translicido y/o
lipasa ylo 350nm a las 16 fluorescente alrededor de
esterasa horas de la colonia

inoculacién
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Gliceril Actividad C15H2606 a) Visualizacion a) Monitoreo de la
Tributirato o lipasa ylo directa aparicion de un
Tributirina esterasa - JOL L b) Titulométrico halo transltcido
- 0_:|/ T~ alrededor de la
/L 0 colonia
"'J b) Titulacién de
acidos grasos
liberados
Gliceril Actividad C27H5006 a) Visualizacién a) Monitoreo de la
tricaproato o lipasa directa aparicion de un
Tricaprilina b) Titulométrico halo transltcido
b (pH Stat) alrededor de la
I colonia
j’i“ b) Titulacién de
J acidos grasos
liberados
Gliceril Actividad C57H10406 a) Visualizacion a) Monitoreo de la
trioletato o lipasa y/o directa aparicion de un
Trioleina esterasa P b) Titulométrico halo transltcido
WU SN ﬁ;{l (pH Stat) alrededor de la
¢ f*" 7

colonia
b) Titulacion de
acidos grasos

liberados
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4.2.4 Seleccion del hospedero heterdlogo

Como se comento6 anteriormente el objetivo de las busquedas de actividad funcional es
detectar las reacciones biocatalizadas y luego caracterizar los genes responsables de
llevar a cabo dichas reacciones. Para ello, esta aproximacion requiere que el ADN
metagendmico sea expresado en un hospedero heterélogo. Como es de esperar, el
sistema de expresion se ve limitado cuando los factores de transcripcion y traduccion
del ADN metagendmico no se encuentran presentes en el hospedero. Algunos de los
hospederos utilizados por la metagenémica son Escherichia coli, Pseudomonas putida,
Saccharomyces lividans, Sinorhizobium meliloti y Sinorhizobium leguminosarum (152,
164, 240-242). E. coli ha sido el hospedero mas utilizado para la construccion de
bibliotecas metagendmicas, ya que se conoce su metabolismo y es muy facil la
incorporacion de ADN fordneo en su genoma. Sin embargo, en un estudio de 32
genomas procariotas, se ha demostrado que solamente el 40% de los genes pudieron
ser expresados utilizando E. coli como hospedero (78). AUn cuando un gen sea
expresado, el nivel de expresion puede ser tan bajo que no se puede detectar por
medio de la busqueda de la actividad. En base a ello, en algunos casos se debe
potenciar la expresion de estos genes heterélogos mediante la incorporacion de
promotores fuertes de E. coli. Por ejemplo, el transposdn MuExpress es capaz de
integrarse in vitro en BACs 0 en una bibliotecas de césmidos y permitir la induccion de

la expresion de las regiones flanqueantes en ambas direcciones (146).
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2. Hipotesis y Objetivos

2.1 Hipdtesis de trabajo

Se ha reportado que en el rumen vacuno existen bacterias, las cuales son capaces de
producir enzimas con actividad lipolitica (154). Ademas, la construccién de librerias
metagendmicas funcionales permite identificar nuevas enzimas con propiedades
deseadas. Se plantea la busqueda y caracterizacion de enzimas lipoliticas aptas para
la produccion de biocombustibles a partir de una biblioteca metagenémica de ADN

proveniente del contenido ruminal vacuno.

Con el fin de llevar a cabo este trabajo se propone los siguientes objetivos:

2.2 Objetivo general

Identificar y caracterizar nuevas enzimas lipoliticas a partir de una biblioteca

metagendmica de rumen vacuno

2.3 Objetivos especificos

a. Construir una biblioteca metagendmica a partir de rumen vacuno.

b. Seleccionar e identificar clones con actividad lipolitica.

c. Purificar la o las proteinas responsables de esta actividad.

d. Caracterizar bioquimicamente la o las enzimas con actividad lipolitica
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3.1 Construccion de una biblioteca metagenomica a partir del contenido
ruminal vacuno

Con el fin de realizar la construccién de una biblioteca metagenémica a partir del
contenido ruminal vacuno, se utilizd el rumen de un novillo Holando alimentado con
pradera, fundamentalmente con trébol rojo y lotus. La muestra fue obtenida por el
Frigorifico Pando (Canelones, Uruguay) e inmediatamente luego de sacrificado el

animal, la muestra se transportd a nuestro laboratorio en hielo.

3.1.1 Obtencion de la fraccion microbiana asociada al rumen vacuno

Para aislar las bacterias presentes en el rumen vacuno, se procesaron las fibras
vegetales que se encuentran en el contenido ruminal. Se utiliz6 una modificacion del
protocolo de Laure y colaboradores (141) (Figura 9). La muestra se filtr6 a través de
dos pafios de queso estériles, obteniéndose la fraccion remanente ruminal (fraccion
retenida) y la fraccion liquida (LQ).

A la fraccion retenida se le adicioné 150ml de tampdén PBB (Anexo 6.2) se agitd
manualmente durante 30 segundos Y la resuspension se filtr6 nuevamente a través de
dos pafios de queso. A partir de este segundo filtrado se obtuvo una segunda fraccién
retenida y la fraccion asociada (As). Con el fin de separar y descartar el material
insoluble, la fraccion As se centrifugd durante 15 min a 350xg a 25°C, el pellet obtenido
se descart6. A la segunda fraccion ruminal se le adicion6 50ml de tampén PBB (Anexo
6.2) conteniendo 0.15% de Tween 80, se agitd durante 30 segundos, y se mantuvo
toda la noche a 4°C. Las fracciones de As y Lq se centrifugaron durante 20 min a
10.400xg a 4°C, y se conservaron los pellets celulares.

Al dia siguiente, la fraccién remanente resuspendida se filtré por dos pafios de queso.
Al liquido filtrado se lo llamé fraccion adherida (Ad) y la tercera fraccibn remanente
ruminal se descartd. La fraccidbn Ad secentrifugd durante 15 min a 500xg a 4°C. El
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pellet se descartd y el sobrenadante se centrifugé durante 20 min a 10,000xg a 4°C

con el fin de obtener un pellet de células microbianas

Los pellet celulares de las fracciones Lg, As y Ad se resuspendieron en 1ml de

tampdnToE1 (Anexo 6.2) y fueron sujetos a una centrifugacion isopicnica de Percoll.

Digesta ruminal

Filtracion  por 2
pafios de gueso

o Fraccion remanente
— Fraccion liquids ruminal + 150 ml PBB +
(La) <:::> agitacién 20 5

Filtracion por 2
pafios de queso

Fraccion remanente ruminal

Sobrenadante Fraccion asociada (As) + 50 ml Tween 0.15% en
de As Centrifugar 15”350 a <:> PEE Mezclar 20 5

25°C Mantener Ok at 4°C
@ Filtracion
Pellet por 2 pafios
(descartado) de gueso
Fraccidn Fraccidn
< | Sobrenadante adherida (Ad) <:::> remanents
de Ad Centrifu gar 15" ruminal
500ga 25%C {descartada)

4

Centrifu gar 207 Pellets celulares

Pellet
10.000g |:> delas
a2o’Coad’c fraccionesLq, (descartado)
AsyAd

Figura 9: Esquema del protocolo seguido para el procesamiento de rumen vacuno. Adaptado
de Laure y colaboradores (141).
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3.1.2 Gradiente diferencial de Percoll

Con el fin de aislar las bacterias presentes en las fracciones Lqg, As y Ad, cada fraccién
se sometié a una centrifugacién isopicnica en gradiente de Percoll. La centrifugacion
isopicnica permite separar particulas en funcién de su densidad. De esta forma luego
de la centrifugacién es posible observar bandas o capas bien definidas, que
corresponde a material con la misma densidad.

Con el fin de obtener una capa bacteriana definida en el gradiente de Percoll, se
utilizaron relaciones 1:1 y 1:2 v/v de Percoll (Sigma-Aldrich, St. Louis, EEUU) de las
fracciones Lg, As y Ad diluiidas en tampén PBS 10% (Anexo 6.2) (204). Las
preparaciones se centrifugaron durante 20 min a 14.000xg a 4°C. Las capas fueron
cuidadosamente retiradas, y preparadas mediante la tincibn de Gram (Gram Stain Kit,
Biopack) para ser visualizadas en el microscopio (86). Las fracciones en las cuales se
observo una mayor poblacion bacteriana se seleccionaron para la posterior extraccion y
purificacion del ADN. La o las fracciones seleccionadas para la extraccion y purificacion
se centrifugaron a 10.400xg durante 15 min a 4°C. Los sobrenadantes se descartaron,

y los pellet se mantuvieron a -80°C hasta la extracciéon de ADN gendmico.

3.1.3 Extraccion y purificacion del ADN genomico bacteriano

Con el objetivo de obtener un ADN de alta calidad para su posterior clonado, se
siguieron dos metodologias de extraccion. La primera se basé en la extraccion
convencional de ADN (lisis quimica), en la segunda se incluyé un paso de lisis

mecanica a la lisis quimica.

a) Extraccion convencional de ADN gendmico

La extraccion del ADN genomico se realiz6 segun el protocolo de Ausubel y
colaboradores, con algunas modificaciones (9). Los pellet celulares obtenidos en el
punto anterior fueron descongelados. Se realizé un lavado con 1,5ml de NaCl 1M, se
centrifugaron durante 10 min a 800xg a 4°C y se descart6 el sobrenadante. Se
resuspenderon en 1,5ml de tampon TioE2s (Anexo 6.2) y se centrifugaron nuevamente
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durante 10 min a 800xg a 4°C. Los pellets obtenidos se resuspendieron en 700ul de
tampon TioE2s (Anexo 6.2) y se agitaron mecanicamente durante 1 minuto. Se les
adicion6 Lisozima (0.4mg/ml) y ARNasa (0.4mg/ml). Las suspensiones se mezclaron
por inversion y se incubaron durante 30 min a 37°C. Finalizado este tiempo se agreg6 a
las mezclas 125ul de una solucion acuosa de Sarkosyl 10% con Proteinasa K (5mg/ml).
Las suspensiones se homogeneizaron manualmente y se incubaron durante 1 hora a
37°C. Luego se realizaron dos extracciones con iguales volimenes de una mezcla de
fenol y cloroformo 1:1, centrifugando a 10.400xg durante 10min entre ellas. Luego las
fases acuosas se transfirieron a tubos limpios y se precipitaron con 0.6 volumenes de
isopropanol y 1/10 volimenes de acetato de sodio (AcNa) 3M pH 5.2 y se incubaron
toda la noche a -20°C. EI ADN se recupero mediante centrifugacion a 10.400xg durante
15 min a 4°C. Los pellet se lavaron dos veces con etanol 70%, se centrifugaron a
10.400xg durante 5 min a 4°C, se secaron al vacio durante 10 min, y se resuspendieron

en 200ul de tampdn TyoE; (Anexo 6.2).

b) Extraccion modificada de ADN genomico con lisis mecéanica

En este caso los pellets se suspendieron en 1ml de tampdn de lisis (Anexo 6.2). A cada
uno se le agregd 0,25gramos de bolitas de zirconia/silica de 0.1lmm (BioSpec
Products). Cada mezcla se sometid a distintos tiempos de agitacion mecéanica (30
segundos y 1 minuto) en un homogeneizador. Los homogeneizados se incubaron a
70°C durante 15 min, agitando manualmente cada 5 min. Luego las suspensiones se
centrifugaron a 4°C durante 5 min a 16.000xg. Los sobrenadantes se transfirieron a
tubos limpios. Se les agrego6 Proteinasa K (0.3mg/ml) y se incubaron durante 1 hora a
37°C. Se adicionaron 160ul de CTAB 10% en NaCl 0.7M y las mezclas se incubaron
durante 10 min a 65°C. Se realizaron dos extracciones consecutivas con igual volumen
de fenol. Se centrifugd a 10.400xg durante 10 min a 4°C. La capa acuosa se retird y se
colocé en un tubo limpio. Luego se realizaron dos extracciones consecutivas con igual
volumen de cloroformo. Se centrifugé a 10.400xg durante 10 min a 4°C. EI ADN
presente en la fase acuosa se precipitd con 0.6 volimenes de isopropanol y 1/10

volimenes de AcNa 3M pH 5,2, las mezclas se incubaron en hielo durante 30 min.
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Finalizado este tiempo las mezclas se centrifugaron a 4°C durante 15 min a 13.000xg.
Los pellet se lavaron con etanol 70%, se centrifugaron a 10.400xg durante 5 min a 4°C,
se secaron a temperatura ambiente, y se resuspendieron en 200ul de agua ultrapura
MilliQ. Se les adicioné RNAsa (0.4mg/ml), se incubaron a 37°C durante 15 min y se

almacenaron a -20°C.

La calidad de los ADN gendémicos extraidos por ambos métodos se evalué mediante

electroforesis en gel de agarosa 1% utilizando tampén TAE1X (Anexo 6.5).

3.1.4 Construccion de la biblioteca metagendmica

La biblioteca metagen6mica se construy6 utilizando como vector de clonado el fésmido
pCC1FOS y el Kit CopyControlTM HTP Fosmid Library Production (Epicentre
Biotechnologies, Madison, WI, USA) segun las recomendaciones del fabricante. El
fésmido pCC1FOS tiene dos origenes de replicacion, OriC que mantiene el fdésmido en
copia simple, y Oriv el que esta sujeto a regulacion mediada por el gen trfA. La
presencia de la proteina TrfA induce el inicio de la replicacion a partir del origen OriV,
generando multiples copias del fésmido.

Por otro lado la cepa E.coli EPI300T1R utilizada en este sistema contiene el gen trfA
bajo el control de un promotor inducible por arabinosa. De esta forma, en presencia de
arabinosa, la proteina TrfA se expresa y se induce la produccion del plasmido en alto
namero de copias. La biblioteca se construyé en cuatro etapas: 1) Reparacion y
seleccion de fragmentos de ADN gendmico bacteriano de un tamafio entre 40-50Kb, 2)
Ligacion de los fragmentos de ADN en el vector pCC1FOS y empaquetamiento de los
fésmidos en las capsides vacias del fago lambda, 3) Infeccién de E.coli EPI300T1R, 4)
Colecta y almacenamiento de los clones transformantes. A continuacion se describe

cada etapa.

3.1.4.1 Reparacién y seleccion de fragmentos de ADN gendémico de entre 40-50
Kb

Con el fin de obtener ADN con extremos romos Yy fosforilados para su posterior clonaje,

aproximadamente 20ug de ADN bacteriano extraido de rumen vacuno se sometieron a
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una reaccion de reparacion y de fosforilacion de los extremos de los fragmentos. Se
utilizé la mezcla de enzimas comerciales End Repair Enzyme Mix (Epicentre) durante
45 min a 30°C. Luego las enzimas se inactivaron durante 20 min a 80°C. El producto de
esta reaccion se aplicé a un gel de agarosa de bajo punto de fusion (LMP) y se sometio
durante 26 horas a 30V en un gel de 20Chl de largo, en tampon TAE 1X (Anexo 6.5).
Como guia de seleccion de los fragmentos de entre 40 y 50 kb, se utilizd6 un marcador
de peso molecular 1Kb DNA Ladder Plus (Invitrogen). EI ADN gendmico bacteriano del
tamafio deseado se purifico utilizando el kit comercial Qiaquick Gel Extraction Kit

(QIAGEN) de acuerdo a las recomendaciones del fabricante.

3.1.4.2 Ligacion del ADN genémico al vector y empaquetamiento de los fosmidos
en el fago lambda

Alrededor de 250ng de ADN reparado y fosforilado se utilizaron en una reaccion de
ligacién de 10pl conteniendo 500ng del fdsmido pCC1FOS, buffer de ligacion Fast Link
10X, ATP 10mM y 2U de enzima ligasa Fast Link (Epicentre Biotechnologies, Madison,
WI, USA). La reaccién se incubd a temperatura ambiente durante 2 horas. Luego la
enzima se inactivd durante 20 min a 80°C. A continuacién se agregaron 25ul de
extracto de empaquetamiento (Kit de CopyControlTM HTP Fosmid Library Production
de Epicentre) y la reaccion se incubd durante 90 min a 30°C. Este extracto proviene de
la combinacion de dos cepas de E.coli complementarias y lisogénicas, las cuales al
actuar de forma conjunta, son capaces de expresar la maquinaria necesaria para
escindir y empaquetar con alta eficiencia ADN del fago A (87). Finalizado este periodo,
otros 25ul de extracto empaquetado se agregaron a la reaccion y el sistema se incubd
por otros 90 min a 30°C. Luego de la segunda incubacién se agregaron 940ul de buffer
de dilucion del fago (PDB) (Anexo 6.2) (Epicentre Biotechnologies, Madison, W1, USA)
y 25ul de cloroformo. La reaccién se mezcld por inversion y se mantuvo a 4°C hasta su

utilizacion.
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3.1.4.3 Transformacién de E. coli EPI300T1R por infecciéon con el fago lambda

Se inici6 un preindculo a partir de una colonia de la cepa de E.coli EPI300T1R en 5ml
de medio LB (Anexo 6.1) (203) liquido suplementado con 10mM de MgSO, vy se
incubo durante toda la noche a 37°C. Se adicion6 MgSO, al medio de cultivo, debido a
gue se ha demostrado que los cationes como el magnesio promueven la adsorcion del
fago al hospedero bacteriano (96).

Al dia siguiente se inocularon 50ml de medio LB fresco suplementado con 10mM de
MgSO, con 5ml del preindculo. El cultivo se incubé nuevamente a 37°C hasta alcanzar
una DO de 600nm entre 0.8-1.0. Para la infeccion, 100ul de este cultivo se mezclaron
con 10ul de la reaccion de empaquetamiento y se incubaron a 37°C durante 20 min. Se
agregaron 400ul de medio LB a la reaccion de infeccidn, y el sistema se incub6 a 37°C
durante 20 min. Con el fin de poder manipular el nUmero de colonias resultantes, las
células infectadas se diluyeron previo al plaqueo en medio LB sélido suplementado con

Chl 12,5pug/ml y se incubaron a 37°C durante toda la noche.

3.1.4.4 Colecta y almacenamiento de los clones transformantes

La colecta de los clones transformantes se realizO manualmente. Las colonias
obtenidas se transfirieron a placas de 96 pocillos conteniendo 150ul de medio liquido
LB suplementado con Chl 12,5ug/ml y se incubaron a 37°C toda la noche con agitacion
mecanica. Finalizado este tiempo, al cultivo se le adicion6 150l de glicerol 50% (m/v).
Las placas se sellaron con adhesivos plasticos estériles, cerradas con sus respectivas

tapas y se almacenaron a -80°C.

3.2 Seleccion de clones con actividad lipolitica

Con el fin de seleccionar los clones con actividad lipolitica, se utilizaron como sustratos
triacilglicéridos con distintas composiciones de acidos grasos y largo de cadena. Se
utilizaron el gliceril tributirato o tributirina, el cual esta formado por tres acidos butiricos
(C4) unidos mediante enlaces éster al glicerol, el gliceril trioleato o trioleina, el cual esta
formado por tres acidos oleicos (C18) unidos por enlaces éster al glicerol, y el gliceril

tricaproato o tricaprilina, que esta formado por tres moléculas de acido caproico (C6),
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unidos también por enlaces éster al glicerol. La utilizacibn de estos sustratos nos
permitié en primera instancia poder discriminar entre un clon con actividad lipasa y otro
con actividad esterasa.

Primeramente, se realiz6 una deteccion funcional, en un medio de cultivo de seleccion
en placa para actividad lipolitica (lipasa y/o esterasa) (Anexo 6.1). Al medio se le
adicion6 arabinosa 0,01% final y Chl 12,5ug/ml. Las placas se incubaron a 37°C, hasta
la aparicion de un halo de hidrdlisis alrededor de la colonia, lo que indica un clon
positivo en dicho sustrato. Luego los clones con actividad positiva en tributirina (C4), se
evaluaron utilizando otros sustratos. En este caso fueron utilizados trioleina (C18) 1%
viv (Sigma) y tricaprilina (C6) 1% v/v (Sigma). A ambos medios se les adicioné
arabinosa 0,01% final y Chl 12,5ug/ml y se incubaron bajo las mismas condiciones.
Con el fin de confirmar que la actividad estaba adjudicada a la presencia del fosmido,
los clones que presentaron actividad en dichos sustratos, se retransformaron en
células electrocompetentes (Anexo 6.6.1) de la cepa original E.coli EPI300T1R. Se
realizo la extraccion del ADN fosmidico utilizando el Spin Miniprep Kit (QIAGEN). Se
utilizaron cubetas de 2mm y un pulso de 2,5Kv en un electroporador Modelo
Micropulser (BIORAD). Se transformaron 100 pl células electrocompetentes con 200ng
de ADN fosmidico mediante electroporacion. Como control positivo se utilizd el
plasmido pUC19 (concentracion final 100pg/ul). Las colonias transformantes se
seleccionaron en placas con medio LB Chl 12,5ug/ml y arabinosa 0,01% final. Las
colonias que presentaron halo de hidrélisis alrededor de la colonia fueron
seleccionadas para continuar con la identificacion de los genes responsables de la

funcion lipolitica.

3.3 Identificacion de genes responsables de actividad lipolitica
Mutagénesis generalizada

Con el fin de identificar los genes responsables de la actividad lipasa y esterasa, los
fésmidos que presentaron la actividad de interés y que fueron confirmados, se
sometieron a una mutagénesis generalizada in vitro utilizando el transposén Tn5<Km>

(Epicentre Biotechnologies, Madison, USA).
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La reaccion de mutagénesis se llevd a cabo en un volumen final de 10ul. Se
adicionaron 200ng de ADN fosmidico, el equivalente molar del transposon Tn5<Km>,
1pl de buffer y 0,5ul de transposasa. Las reacciones se incubaron dos horas a 37°C.
Finalizado este tiempo se detuvo la reaccion adicionando 1ul de SDS al 1% y se
incubd durante 10 min a 70°C. Se obtuvieron células electrocompetentes EPI300T1R
segun Anexo 6.6. Se transformaron 100ul de células electrocompetentes con 1ul de
cada reaccién de transposicion. Se utilizaron cubetas de 2mm y un pulso de 2,5kV en
un electroporador Modelo Micropulser (BIORAD). Como control positivo se utilizé el
plasmido pUC19 (concentracion final 100pg/ul). Las transformantes conteniendo el
fésmido interrumpido por el transposon se seleccionaron en una primera instancia en
medio LB sélido con el agregado de Km 50ug/ml. Las placas se incubaron toda la
noche a 37°C. Las colonias obtenidas se repicaron a medio de seleccién de actividad
lipolitica (LB conteniendo 1% de tributirina), suplementadas con Chl 12.5ug/ml e
incubadas a 37°C. Se seleccionaron para continuar trabajando aquellos clones que
presentaron una pérdida de la funcion lipasa/esterasa evidenciada por ausencia de
halo de hidrdlisis.

Con la finalidad de confirmar la presencia del transposén en los clones seleccionados
se realizaron ensayos de restriccion con las enzimas Hindlll y BamHI y/o Sall y Xhol,
debido a que el transposon Tn5, posee sitios de restriccion para estas enzimas en cada
uno de sus extremos. Se realizd extraccion de ADN fosmidico de estas colonias
transformantes utilizando el protocolo Spin Miniprep Kit (QIAGEN). En un volumen de
reaccion final de 10ul se digirieron 1ug de cada fésmido, enzima BamHI 20u/pul
(Promega), enzima Xhol 20u/ul (Promega) y buffer B10X (Promega). Se incubaron las
reacciones de digestion durante toda la noche a 37°C. Con el fin de visualizar los
clones que contenian o no el inserto, el ADN fue separado en un gel de agarosa, 1%
en tampon TAE1X (Anexo 6.5).

Luego con el objetivo de identificar los genes responsables de la actividad lipolitica, se
secuenciaron los clones mutantes a partir de los brazos del transposon (Macrogen, Inc,
Tokio, Japon) y se identificaron los posibles marcos abiertos de lecturas (ORF). Para

ello se utilizé la herramienta ORF Finder provista por el Centro Nacional de Informacion
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Biotecnoldgica (NCBI) ( http://www.ncbi.nlm.nih.gov) ((174, 243). Los ORFs traducidos
fse compararon con las secuencias conocidas depositadas en la base de datos "no
redundantes” del NCBI, utilizando el programa BLAST
(http://www.ncbi.nim.nih.gov/blast) (6). Se realizaron alineamientos mdultiples utilizando
el programa MUSCLE ( ) con el fin de estudiar la

homologia con las secuencias de enzimas similares (63, 232).

3.4 Anadlisis filogenético de las secuencias seleccionadas

Con el fin de asignar familias y/o subfamilias de lipasas o esterasas al gen o a los
genes seleccionados, se realizaron busquedas en estas secuencias de los motivos
caracteristicos conservados de cada familia, descritos por Arpygny y colaboradores (8).
También se realizaron estudios de homologia de secuencia con la base de datos
ESTHER (http://bioweb.ensam.inra.fr/esther). Esta base de datos provee informacion
sobre los genes y las secuencias proteicas de la superfamilia de las a/f hidrolasas, asi
como también datos bioquimicos, farmacoldgicos y estructurales (47, 104). Asi como
también, se realizaron estudios de homologia con la base de datos del NCBI (188).

Se realizaron alineamientos locales de secuencias de todas las familias de lipasas y/o
esterasas (familia 1 a VIII) provenientes de organismos cultivables y no cultivables
anotadas en el banco de datos de lipasas (109).

Finalmente con toda la informacion recabada se realizaron arboles filogenéticos,
utilizando los algoritmos Neighbor Joining y Maximun Parsimony del programa Mega
5.05 (230).

3.5 Clonado del gen lipolitico lip10

3.5.1 Diseifio de cebadores y amplificacion del gen lip10

Con el fin de obtener el gen lipolitico Lipl0 entero para su posterior clonado y
expresion, se disefid un par de cebadores especificos. Para poder clonar el gen en el

vector pET14b, se adicionaron los sitios de corte para las enzimas Ndel y BamHI a los


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast,
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cebadores. Se comprobd que en la secuencia del gen lipolitico lip10 no existen sitios
de corte internos para estas enzimas de restriccion. Para el disefio de los cebadores se
utilizé la herramienta Oligo Analyser del programa Vector NTI (Vector NTI suite 6.0;
www.informaxinc.com) seleccionandose cebadores que no formasen dimeros ni
horquillas entre ellos (162). A continuacibn se muestran las secuencias de ambos

cebadores. Los sitios Ndel y BamHI se indican en negrita:

PF (cebador de avance): 5' AAAAACATATGATCATGAAAAAACAGAATTTCTTCG 3
Tm: 58.2 °C

PR (cebador reverso): 5' ATTAGGATCCAATCAGTTCTCCATACGG 3
Tm: 58.8 °C

Para la amplificacion del gen lipolitico Lip1l0 mediante la reaccién en cadena de la
polimerasa, en un volumen final de 50ul, se adicionaron los siguientes reactivos: 1ug
de ADN molde (200ng/ul), dNTP 0.2mM, PF 500nM, PR 500nM, Buffer 10X y MgSQOg4
2mM, polimerasa de alta fidelidad Pfu (Fermentas). Se utilizé el siguiente programa: 5
min a 94°C, 30 segundos de desnaturalizacion a 95°C, 30 segundos de hibridacion de
cebadores a 50°C, 1 minuto 50 segundos de elongacion a 72°C (30 ciclos) y finalmente

5 mina 72°C. Como control negativo se utilizé agua destilada en lugar del fosmido.

3.5.2 Prediccion de hotspot o puntos calientes

Las proteinas heter6logas pueden ser expresadas en forma soluble o insoluble y se
pueden localizar en el espacio extra o intracelular o en forma de agregaciones
insolubles o cuerpos de inclusion.

Con el fin de estudiar la solubilidad de Lip10, se realiz6 la prediccién de posibles
hotspot o puntos calientes de agregacién de proteinas utilizando el programa
Aggrescan ( ) (42). Este servidor permite por medio de la
utilizacion de un algoritmo rapido y sencillo, predecir y evaluar la presencia de puntos

de agregacion en las cadenas polipéptidicas.
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3.5.3 Prediccion del péptido sefal

La mayoria de las proteinas direccionadas hacia el espacio extracelular o hacia
localizaciones subcelulares portan motivos de secuencias especificas denominados
péptidos sefal. EI mismo caracteriza el tipo de secrecion o de direccionamiento que las
proteinas experimentan. Con el fin de estudiar si los ORF identificados poseian sefial
de translocacién hacia el espacio extracelular o hacia localizaciones subcelulares en
donde desarrollardn su  funcion, se utiliz6 el programa SignalP4.0
(http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP) (14, 176, 184).

3.6 Sobreexpresion de la proteina recombinante Lip10

3.6.1 Construccion del plasmido recombinante pETlip10

Para la sobreexpresion de la proteina Lipl0 recombinante, se utiliz6 el vector de
expresion pET14b de Novagen. Este vector permite obtener la proteina recombinante
con el agregado de 6 histidinas en el extremo N-terminal, que permite su purificacion
por afinidad mediante la utilizacion de una columna de Ni-NTA agarosa (QIAGEN).

Con el fin de digerir el vector y el inserto para la reaccion de ligacion, se utilizaron dos
reacciones independientes cada una en un volumen de 60ul. Se utilizé 1ug del vector
pPET14b obtenido mediante Spin Miniprep Kit (QIAGEN) o del producto de PCR, la
enzima de restriccion BamHI 20u/ul (Promega) y la enzima Ndel 10u/ul (Promega) y
buffer D10X (Promega). Las reacciones se incubaron toda la noche a 37°C. Luego se
inactivaron durante 30 min a 85°C. Los fragmentos se purificaron de un gel de agarosa
0,8% utilizando el QIAquick Gel Extraction Kit (QIAGEN). Se eluyeron ambos
fragmentos en 50ul de agua miliQ. Se confirmaron y cuantificaron los productos
purificados mediante un gel de agarosa 1%, en tampon TAE1X (Anexo 6.5).

Para realizar la ligacion del gen lipl0 con el vector pET14b, se utiliz6 una relacion
vector : inserto de 1:10. Esta mezcla se concentré al vacié durante 20 min, hasta
alcanzar un volumen de 11pl. Luego se adiciond buffer T4 ligasa 10X (Fermentas) y

enzima T4 ligasa 400u/ul (Fermentas). La reaccion de ligacion se llevo a cabo toda la
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noche a 4°C. Se utilizaron estos 15ul de ligacién para transformar mediante choque
térmico 100ul de células competentes de la cepa DH5a de E.coli, las cuales se
obtuvieron por tratamiento quimico con CaCl, 0.1M (Anexo 6.6.2). Como control
positivo se utilizé 0.1ng de plasmido pBluescriptSK (5). Las colonias transformantes se
seleccionaron en placas de LB Amp 50ug/ml. Se seleccionaron al azar 20 colonias
transformantes. Se realizd extraccion de plasmido de estas colonias transformantes
utilizando el protocolo Spin Miniprep Kit (QIAGEN). Con el fin de confirmar la presencia
se realizd un perfil de restriccion utilizando las mismas enzimas que se utilizaron para
la ligacion, permitiendo escindir el gen lipolitico clonado lip10.

Para ello en un volumen de reaccion final de 13,5ul se digirieron 0,5ug de ADN de
cada plasmido, se utilizo la enzima BamHI 10u/ul (Promega), la enzima Ndel 10u/pl
(Promega) y buffer D10X (Promega). Se incubaron las reacciones de digestion durante
toda la noche a 37°C. Con el fin de visualizar los clones que contenian o no el inserto el

ADN fue separado en un gel de agarosa 1%, en tampon TAE1x (Anexo 6.5).

3.6.2 Transformacion del hiesped de expresion

Para sobreexpresar la proteina recombinante Lip10 se utiliz6 la cepa BL21 de E. coli
(DE3) (pLysS). Esta cepa contiene el lisogeno del fago AE3 la cual expresa el gen de
la ARN polimerasa del fago T7 bajo el control del promotor lac UV5, inducible con
IPTG. Ademas esta cepa presenta una deficiencia en una proteasa especifica, lo que
disminuye la degradacion de la proteina recombinante expresada en la bacteria.

Se transformaron células competentes obtenidas mediante tratamiento quimico con
CaCl, 0.1 M (Anexo 6.6.2), utilizando tratamiento de choque térmico (Anexo 6.6.3). Los
clones se seleccionaron en placas de medio LB Amp 50ug/ml y los clones con inserto

fueron verificados en un gel de agarosa 1%, en tampon TAE1x (Anexo 6.5).

3.6.3 Crecimiento, induccion y solubilidad de lip10 en la cepa BL21 de E.coli

Con el fin de expresar la proteina recombinante se creci6 un preindculo durante toda la
noche a 37°C de células de la cepa BL21 de E. coli conteniendo el plasmido
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PET14blip10 en 5ml de medio LB Amp 50ug/ml y Chl 25ug/ml. Se incluyé como control
negativo el vector pET14b sin inserto.

Se inocularon los 5ml del pre-inéculo en Lllitro de medio 2XTY (Anexo 6.1)
suplementado con los mismos antibiéticos. Se incubé a 30°C y a 250rpm hasta
alcanzar una DO de 600nm entre 0.5-0.7. Finalizado este tiempo, el cultivo se mantuvo
en hielo por 15 min. La induccién de expresién se inici6 mediante el agregado de
0.5mM de IPTG y 20ml/l de etanol 95%. Los cultivos se incubaron con agitacion a
250rpm a 30°C durante 4 horas y luego a 18°C durante 17 horas. Con el fin de
observar el aumento en la induccién se tomaron alicuotas de 1ml a distintos tiempos de
induccién, a tiempo 0 (sin inducir), a las dos horas de la induccion y a las cuatro horas
de la induccion. En el caso de la incubacion durante 17 horas se tomé una alicuota a
tiempo O y otra alicuota a tiempo final. Estas alicuotas se centrifugaron 5 min a
15.500xg y los pellets celulares se resuspendieron en 100ul de buffer de corrida (Anexo
6.4). Finalizado el tiempo de incubacion el cultivo se centrifugd durante 10 min a
9000xg.

Con el fin de determinar la expresion de la proteina se realizé un gel SDS-PAGE
(Anexo 6.4) de la induccion de la expresion de pET14bLipl10y de pET14b sin inserto a
los distintos tiempos de induccion. Se sembraron 20ul de cada muestra, asi como
también de Marcador de proteinas (Unstained Protein Molecular Weight Marker
SMO0431 (Fermentas)).

3.6.4 Purificacion enzimatica por cromatografia de afinidad

3.6.4.1 Obtencion de la proteina recombinante Lip10 a partir del sobrenadante de
medio de cultivo

Debido a que se identifico el péptido sefal en la secuencia de Lipl0, se estudio la
expresion de la proteina Lip10 en el sobrenadante del medio de cultivo de E.coli BL21
pPET14bLip10 inducida con IPTG. Las proteinas totales se precipitaron hasta saturacion
con 80% de sulfato de amonio. Para ello, al sobrenadante de 50ml de E.coli BL21

PET14bLip10 se le adicioné NH4SO,4 80% hasta disolucidn total con agitacion constante
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y se mantuvo en decantacion toda la noche a 4°C. Finalizado este tiempo se centrifugo
durante 10 min a 2.000xg y el pellet se resuspendio en 12ml de agua destilada. El
sobrenadante se dializ6 utilizando una membrana de dialisis capaz de retener proteinas
mayores a 12.000 Da (D9527-100FT, Sigma.Aldrich, St.Louis, USA) durante 48 horas,
en tampon de dialisis (Anexo 6.2), utilizando una solucion de tampén fresco cada 24
horas y se mantuvo a 4°C hasta su utilizacion. El sobrenadante dializado se concentro
utilizando una columna VIVASPIN de 10KDa de corte (Millipore) a 7,500xg durante 10
min a 4°C y se almaceno a -20°C.

3.6.4.2 Preparacion del extracto celular

El pellet celular se resuspendié en 15ml de buffer de unién (Anexo 6.3) conteniendo
150ul de PMSF 100mM por cada 5 gramos de células. Con el fin de lisar las células y
liberar su contenido, la suspension se sonicO en el sonicador Modelo 4710 Series
Ultrasonic Homogenizer (Cole Palmer Instruments. Co.) a pulsos de 40% y a una
potencia relativa de 4, durante 30 min con intervalos de descanso de 2 min en hielo. Al
lisado celular (extracto total) se le agreg6 150ul de TritdnX100 10% y se realizaron dos
centrifugaciones a 12.000xg durante 30 min a 4°C. El sobrenadante transltcido
(fraccion soluble del lisado) se centrifugd nuevamente bajo las mismas condiciones. El
extracto total, la fraccion soluble y la fraccion insoluble se almacenaron a -20°C. Se
estudio la solubilidad de las tres fracciones en geles SDS-PAGE, en tampon TAE1Xx
(Anexo 6.4).

3.6.4.3 Purificacion de la proteina recombinante Lip10

La resina de purificacion se prepard utilizando 1ml de una suspension al 50% de
agarosa Ni-NTA (QIAGEN) en una columna de 10ml de capacidad. La resina se lavo
con 5ml de buffer de union (Anexo 6.3). Luego 4ml de la fraccion soluble se colocaron
en la resina de Ni-NTA e incubados a 4°C con agitacién durante 1 hora. Finalizado
este tiempo la resina se dejé decantar durante 30 min y se colect6 el percolado. Como

control negativo se utilizé cepa BL21 de E.coli con el vector pET14b sin inserto.
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Se realizaron cuatro lavados con tampones conteniendo concentraciones crecientes de
imidazol (20 mM, 50 mM, 75 mM y 100 mM) (Anexo 6.3). Con el fin de eluir la proteina
de interés se utilizaron concentraciones aun mayores de imidazol de 100 a 250 mM, las
cuales contenian glicerol 10% (Anexo 6.3). La proteina purificada se dializé utilizando
una membrana de dialisis capaz de retener proteinas mayores a 12.000 Da (D9527-
100FT, Sigma.Aldrich, St.Louis, USA) utilizando un buffer con la misma composicién
gue el utilizado para realizar las eluciones pero sin imidazol (Anexo 6.3), a una

temperatura de 18°C, con agitacion durante toda la noche.

Con el objetivo de evaluar la pureza de la proteina purificada se analizaron alicuotas de
todas las fracciones colectadas mediante un SDS-PAGE (Anexo 6.4). Se sembraron
alicuotas de todas las fracciones colectadas. Las bandas proteicas se visualizaron

mediante tincion con Coomasie (Anexo 6.4).

Se realizo la cuantificacion proteica mediante el método del acido bicinconinico (BCA),
utiizando albamina bovina (BSA) como patron (Sigma-Aldrich, Inc, Saint Louis,
Missouri, USA) (25). Se trabajé a partir de una concentracion madre de proteina BSA
de 1mg/ml, en un rango de deteccion entre 200-1,000ug/ml de proteina. Se determino
la absorbancia a 562nm. El valor de proteina total fue obtenido por interpolacion a
partir de la curva de la recta de BSA.

3.7 Caracterizacion bioquimica

3.7.1 Ensayo de actividad de Lip10 frente a diferentes sustratos

La actividad de Lip10 frente a diferentes sustratos se ensay0 utilizando derivados de p-
nitrofenilos (pNP) como p-nitrofenil acetato (C2), p-nitrofenil butirato (C4), p-nitrofenil
decanoato (C10) y p-nitrofenil palmitato (C16) (Sigma, St. Louis, MO). Los sustratos se
prepararon a una concentracion madre de 20mM y disueltos en una solucién de
isopropanol/acetonitrilo (80:20; v/v). Las mezclas de reaccién contenian HEPES 50 mM
pH 8.0, Tritdbn x100 0.3%, pNP 1 mM y 50nM de la enzima purificada. Las reacciones
se llevaron a cabo en un volumen final de 250pl. La actividad enziméatica se detecté en

base a la hidrdlisis del enlace éster entre el grupo acilo y el p-nitrofenil. De esta forma
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se libera p-nitrofenol, el cual a pH alcalino o neutro es de color amarillo, y puede ser
detectado por el aumento de la absorbancia a 410nm.

Como control negativo, la reaccién se llevo a cabo bajo las mismas condiciones pero
sin la presencia de la enzima, asi como también se utilizé buffer de elucién sin imidazol.
Se determind la actividad enzimatica por espectrofotometria a una A (lambda) de
410nm a temperatura ambiente en un lector de placas Varioskan Flash (Thermo Fisher
Scientific).

Una unidad (U) de enzima de defini6 como la cantidad de enzima requerida para
hidrolizar 1pumol de p-nitrofenol por minuto en las condiciones del ensayo. Como control
positivo se utilizé una lipasa industrial (solucion madre 1mg/ml) (L3126, Laboratorio de
Grasas y Aceites, Facultad de Quimica, Universidad de la Republica, Montevideo,

Uruguay).

3.7.2 Determinacion de la temperatura optima de actividad de Lip10

La temperatura éptima de actividad de Lip10 se determiné midiendo la actividad a las
temperaturas de 30°C, 40°C, 50°C y a 60°C. Como sustrato se utilizé el pNP butirato
(C4) en las condiciones descritas previamente en 3.7.1. Las reacciones se
monitorearon durante 30 min, midiendo valores cada 2 min, y con agitacion de 250rpm
de 10 segundos previos a cada medida realizada. Las reacciones se realizaron por
triplicado. Como control negativo de las reacciones se utilizaron los mismos sistemas

de reaccion sin la presencia de la enzima.

3.7.3 Efecto del pH sobre la actividad de la enzima Lip10

El pH 6ptimo de la enzima purificada se determiné midiendo la actividad enzimética en
soluciones tampon con diferentes valores de pH. Se utilizaron los tampones 100mM de
MES 5.5, MES 6.0, HEPES 7.0, HEPES 7.5, HEPES 8.0, TRIS-HCI 8.5, TRIS-HCI 9.0,
carbonato 9.5, carbonato 10.0 y carbonato 10.5. El sustrato utilizado fue pNP butirato

(C4). Las reacciones se monitorearon durante 15 min a 40°C bajo las mismas
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condiciones anteriormente descritas. Se realizaron tres repeticiones por pH. Como
control negativo de las reacciones se utilizaron los mismos sistemas de reaccion sin la

presencia de la enzima.

3.7.4 Determinacion de los parametros cinéticos

Con el fin de determinar los pardmetros cinéticos de la proteina purificada, se utilizé el
modelo cinético descrito por Michaelis-Menten (118). Para ello se estudié la cinética
enzimatica de la reaccion utilizando concentraciones crecientes de sustrato de 0.1mM a
2.0 mM, a valores de pH y temperatura 6ptimos Como sustrato se utilizé el pNP butirato
(C4) en las condiciones de reaccion descritas previamente. Las reacciones fueron
monitoreadas durante 30 min, midiendo valores cada 2 min, y con agitacion por 10
segundos a 250rpm previo a cada medida realizada. De esta forma, al monitorear la
liberacion de p-nitrofenol (de color amarillo), en funcién del tiempo se obtiene la
denominada curva de la cinética de reaccion. Para construir el modelo se determino la
velocidad inicial de la reaccion (Vo). La velocidad inicial de reaccion es la variacion de
concentracion de reactivos o productos en el tiempo, en condiciones iniciales.

Las reacciones se realizaron por triplicado. Como control negativo de las reacciones se

utilizaron los mismos sistemas de reaccion sin la presencia de la enzima.
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4.1 Construccion de una biblioteca metagenémica a partir del contenido
ruminal vacuno

4.1.1 Colecta y procesamiento de las muestras

Tanto la colecta como el procesamiento de las muestras se realizaron en el mismo dia
con el fin de evitar posibles alteraciones en la composicion del ecosistema, como ser
una proliferacion excesiva de algunos grupos de microorganismos o afectar la
integridad de las poblaciones anaerobias.

A partir del procesamiento de la muestra de digesta ruminal se obtuvieron tres
fracciones, Lg (fraccion liquida), As (fraccion asociada) y Ad (fraccion adherida).

Estas fracciones se sometieron a una centrifugacion isopicnica en gradiente de Percoll
(Figura 10).

' e
e | Capa con mayor
' =~ proporcion PBS/Percoll

’——> Interfase con capa bacteriana

— 5 Capacon mayor
. proporcion Percoll/PBS

Figura 10: Resultado de la centrifugacion isopicnica en gradiente de Percoll. En la misma se
observan una capa superior la cual contiene mayor proporcion PBS/Percoll, luego la interfase

con capa bacteriana y en la parte inferior la fase que contiene mayor proporcién Percoll/PBS

Las observaciones al microscopio de las tinciones Gram mostraron que la fraccién Lq

(fraccion liquida) (Figura 11.B) fue la que presentd una poblacion mas abundante, en
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comparacion con las fracciones Ad y As (Figura 11 Ay C). En base a estos resultados
se decidid utilizar la poblacién bacteriana presente en la fraccion liquida para la
construccion de la biblioteca metagendémica (igualmente se decidié extraer el ADNg
proveniente de las tres fracciones).
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50.0 pm

Figura 11: Microscopia de las fracciones obtenidas luego del procesamiento de la muestra de
rumen vacuno. Las tres fracciones se sometieron a tinciones de Gram para evaluar la

abundancia de microorganismos. (A) fraccion Ad, (B) fraccién Lq y (C) fraccién As.
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4.1.2 Extraccion y purificacion del ADN gendmico bacteriano

Para obtener el ADN total presente en las distintas fracciones bacterianas aisladas con
la calidad y tamafio esperado, se decidié comparar dos técnicas de extraccion de ADN.
Una técnica de extraccion por lisis quimica y otra técnica en la que ademas de la lisis
guimica, se incluyé un paso lisis mecanica con esferas de zirconia. La calidad del ADN
extraido fue evaluada en un gel de agarosa 1%, en tampon TAE1x (Anexo 6.5) (Figura
12).

Para la extraccion convencional, se observo en la mayoria de las muestras un patron
de bandas tenues y menores a 20Kb (Figura 12 carriles del 2 al 7), lo cual indica que el
ADN extraido estaria degradado.

Por otro lado, el ADN extraido con la segunda metodologia fue semejante para las tres

fracciones y de alto peso molecular (Figura 12, carriles 8 a 12).
quimica quimica/mecanica

Lg As Ad Lg As Ad

20.000kb

S.000kb

1 2 3 4 5 8 T 89 40 N 12

Figura 12: Gel de agarosa 1% con las distintas fracciones (Lg, As y Ad) extraidas con lisis
guimica vy con lisis quimica/mecanica (esferas de zirconia). De izquierda a derecha, carril 1 ;
MPM 1 Kb DNA ladder plus (Fermentas), carriles 2 y 3 ;fracciones Lq, carriles 4 y 5 ;fracciones
As, carriles 6 y 7 ;fracciones Ad, carriles 8 y 9 ;fracciones Lq, carriles 10 y 11; fraccion As y

carril 12 fraccién Ad.



4 Resultados

A partir de estos resultados se decidio utilizar la segunda metodologia de extraccién ya
que produce ADNg de alto peso molecular adecuado para su clonado. Con la finalidad
de optimizar la calidad el ADN obtenido se realizaron pruebas a distintos tiempos de
agitacion mecanica con esferas de zirconia (30 segundos y 1 minuto). En el gel de
electroforesis en agarosa 0.6% de la figura 13 se muestran los patrones de ADN

extraido y fragmentado a distintos tiempos para cada fraccion (Figura 13).
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Figura 13: Seleccion de fragmentos para la construccién de la biblioteca metagendémica.
Electroforesis en gel de agarosa 0.6% en buffer TAE 1X del ADN extraido y fragmentado de
las fracciones Ad, As y Lg. Se indica entre paréntesis el tiempo de tratamiento mecéanico
realizado. De izquierda a derecha, carriles 1 y 2; fraccion Ad, carriles 3 y 4; fracciones As,
carriles 5y 6; fracciones Lq y carril 7; MPM 1 Kb DNA Ladder plus (Fermentas).

No se observaron diferencias significativas entre los dos tiempos de agitacion mecénica
por lo que se decidié utilizar al ADN extraido utilizando cualquiera de estas dos

condiciones.

4.1.3 Ligacion, empaquetado y transformacion

El ADN de un tamafio entre 35-40Kb se purificO de gel y utilizé en reacciones de

ligaciones con el fésmido pCC1FOS. Las reacciones de ligacion se transformaron en la
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cepa EIP300T1R de E.coli, la cual permite el mantenimiento e induccion de los genes

clonados en el fésmido.

4.2 Seleccion de clones con actividad lipolitica

A partir de la transformacion de E. coli EPI300T1R por infeccién con las particulas del
fago lambda conteniendo el ADN fosmidico se obtuvieron aproximadamente 27.500
clones. Considerando un tamafio medio de inserto de 35Kb. El total de ADN de esta
genoteca es de aproximadamente 1.2 Gb. Dichos clones se ordenaron en grupos de 12
por pocillo, en placas de 96 pocillos, conteniendo medio LB Chl25ug/ml. De esta forma,
se redujo el espacio de almacenamiento necesario para mantener la biblioteca, asi
como también, el volumen de material necesario para realizar cada seleccién de
actividad.

En base a que tanto las lipasas como las esterasas son capaces de hidrolizar TAG de
acidos grasos de cadena corta, se utilizé el gliceril tributirato o tributirina como sustrato
para la seleccion de clones con actividad. Se realizé una identificacion de los grupos
con actividad lipasa y de esterasa en medio sélido conteniendo como sustrato tributirina
al 1%. La actividad enzimatica se evidenci6 por la formacién de un halo de hidrodlisis
alrededor de la colonia. Mediante esta metodologia se identificaron 18 grupos con la

capacidad de hidrolizar tributirina.

Con el fin de identificar el clon responsable de dicha actividad, cada grupo positivo se
reaislo en el mismo medio de seleccion, hasta la obtencion de un Unico clon puro con
actividad lipolitica. Se identificaron 8 clones positivos en tributirina 1%, los cuales se
nombraron como Lip4, Lip5, Lip6, Lip7, Lip8, Lip9, Lipl0, y Lipl12 (Tabla 3).

Debido a la capacidad de hidrolizar tributirina podemos decir que los fésmidos
presentes en estos clones tienen actividad lipasa y esterasa. Los mismos se sembraron
en medios conteniendo otros sustratos como la trioleina (C18) y tricaprilina (C8).
Ningun clon de los seleccionados fue capaz de hidrolizar la trioleina. Estos resultados

sugieren que los 8 clones identificados presentaban actividad esterasa (Tabla 3).



Tabla 3: Identificacion de clones con actividad lipolitica.

Numero de clones
Sustrato )
funcionales
Tributirina 8
Tricaprilina 0
Trioleina 0

4.Resultados

En la Figura 14 se muestran tres clones con actividad lipolitica positiva en tributirina,

evidenciado por la aparicién de un halo de hidrdlisis alrededor de la colonia a partir de

las 24 horas de inoculacion. Como control negativo se utilizé un clon de la cepa

EPI300T1R de E .coli transformada conteniendo el fésmido sin el inserto.

Figura 14: Clones con actividad lipolitica en medio tributirina 1%, 5 dias luego de la

inoculacién. (A) clon Lip4, (B) clon Lip5, (C) clon Lip10 y (D) control negativo.

Con el fin de confirmar en fenotipo lipolitico, los 8 clones fueron retransformados en la

cepa EPI300T1R de E .coli, por electroporacion. Las colonias transformantes fueron
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seleccionadas en placas con medio LB Chl 25ug/ml y arabinosa 0,01% final. Se

confirmd el fenotipo de los clones Lip4, Lip5, Lip6, Lip7, Lip10 y Lip12.

4.3 Identificacion de clones con actividad lipolitica

4.3.1 Mutagénesis generalizada

Con el fin de identificar los genes responsables de la actividad lipolitica, los 6 clones
confirmados (Lip4, Lip5, Lip6, Lip7, Lipl0 y Lipl2) que presentaron actividad en
tributirina se sometieron a una mutagénesis generalizada in vitro por insercién de un
transposon.

El transposon puede insertarse tanto en el gen que codifica para la actividad lipolitica,
asi como en regiones regulatorias. En caso de que la actividad lipolitica estuviese
codificada por un Unico gen, su interrupcion, por medio de la insercidn, provocaria la
pérdida de la funcién. La pérdida de la actividad se evidencié por la ausencia de un
halo de hidrdlisis alrededor de la colonia (Figura 15).

Figura 15: Identificacion de clones que perdieron la actividad lipolitica en medio tributirina 1%
obtenidos por mutagénesis generalizada in vitro utilizando el transposén Tn5 <Km>. Las

flechas indican dos mutantes inactivos.
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Con esta metodologia se obtuvieron cinco mutantes provenientes de los clones Lip4,
Lip5, Lip6, Lipl0 y Lipl2. No se obtuvieron colonias mutantes provenientes del clon
Lip7, por lo cual se descartd. Con la finalidad de confirmar la presencia del transposon
se realizaron perfiles de restriccion utilizando enzimas que permitieran escindirlo
(tamafio esperado 1.221pb). A partir de los 5 mutantes provenientes de los clones
seleccionados se realizaron ensayos de restriccion con las enzimas Hindlll y BamHI y/o
Sall y Xhol, debido a que el transposon Tn5, posee sitios de restriccion para estas
enzimas en cada uno de sus extremos. El perfil de restriccion de los mutantes mostro
una banda de aproximadamente 1.200pb, correspondiente al transposoén escindido y un
perfil propio de cada fésmido que nos permitié diferenciarlos. Se seleccionaron
mutantes provenientes de los clones lip4, lip5, lip6, lipl0 y lipl2 que mostraron

diferentes perfiles de restriccion entre ellos, para ser secuenciados.

4.3.2 Secuenciacion

Las secuencias flanqueantes al sitio de insercion de los transposones en los cinco
fésmidos mutantes se secuenciaron (Macrogen Inc. Seul, Korea) utilizando los
cebadores KAN-2 FP-1 (5'-ACCTACAACAAAGCTCTCATCAACC-3") y KAN-2 RP-1 (5-
GCAATGTAACATCAGAGATTTTGAG-3) provistos en el Kit CopyControlTM HTP
Fosmid Library Production (Epicentre Biotechnologies, Madison, WI, USA).

Se identificaron los posibles marcos abiertos de lecturas (ORF) para cada uno de los
clones. Para ello se utilizo la herramienta ORF Finder provista por el Centro Nacional
de Informacién Biotecnologica (NCBI) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov). Los ORFs
identificados se compararon con las secuencias conocidas depositadas en la base de
datos no redundantes (nr) "non-redundant database" utilizando el programa BLASTp
(6).

Las secuencias de los clones mutantes lip4 y lip12 no resultaron ser de buena calidad,
y fueron descartadas, debido a posibles dobles inserciones del transposon.

Las secuencias de los clones Lip5, Lip6 y Lip10 mostraron alta similitud con proteinas
de las familias de esterasas (Tabla 4). Lip5 mostro la mayor homologia (75%) con una
carboxilesterasa tipo B, proveniente de una bacteria no cultivable, perteneciente a la

familia de lipasas/esterasas DUF 2424 (pfam 10340). Por otro lado, la secuencia del
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clon Lip6, mostré homologia con una carboxilesterasa termoestable proveniente de una
bacteria no cultivable.

Tanto la secuencia del clon Lip 5 como la del clon Lip6, presentaron la triada catalitica

caracteristica de las familias lipoliticas descritas por Arpigny y Jaeger (8).
Tabla 4: Resultados del andlisis por blastp de los clones mutantes Lip5, Lip6 y Lipl0
secuenciados.

Se muestran los resultados de los hits con mayor homologia

Ident. N ° Triada | Descripcion | Maximo |e-value| Familia Maxima
acceso [catalitical de (DUF/pfam)| identidad
cobertura
Lip5 Carboxilesterasa 0 DUF2424 75%
(ORFS5) AFQ23779.11 gpH tipo B (bacteria 83% /pfam
no cultivable) 10340
Lip6 carboxilesterasa
g AFQ23771.1) SDH 17 cestable 949 3e-111 62%
(ORF®6) (bacteria no pfam07859
cultivable)
Esterasas Est5S
Lip10 (ORF3) ABI17943.1| DSH | (bacteria no 95% o | DUF3089 92%
. /pfam11297
cultivable)

La secuencia del clon Lipl0 mostré una maxima identidad (92%) con una potencial
esterasa denominada Est5 proveniente de un organismo de rumen vacuno no cultivable
(128). Ademas, Lip10 pertenece a la superfamilia DUF3089, que agrupa hidrolasas de
funcion desconocida. También, la proteina mostr6 el motivo conservado GXSXG

presente en la mayoria de las hidrolasas de origen bacteriano identificadas.

El resultado de la secuenciacion de Lip10 no permitié obtener el ORF completo. Con el
fin de obtener la secuencia aminoacidica completa y teniendo en cuenta la alta
homologia con la esterasa Est5S, se decidi6 utilizar esta informacion para lograr
amplificar el gen entero de Lip10, y su posterior clonado.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/401837149?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=8V0MRMXP01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/401837133?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=B257W2TE01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/112385980?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=6ZB0P10P01S
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4.4 Clonacion del gen lipolitico lip10

A partir del disefio de los cebadores para la amplificacion del gen Lipl0 (que incluia
parte de la secuencia de la esterasa Est5S) se logré6 amplificar un fragmento del
tamafo deseado (aprox. 1300pb). Como se observa en la Figura 16, se obtuvo una

Unica banda del tamafio esperado.

MPM Lipl0  control

Figura 16: Gel agarosa 1% con el producto de la amplificacion del gen lip10. De izquierda a
derecha, carril 1; MPM 1 Kb DNA ladder plus (Fermentas), carril 2 ; Lip10, carril 3 ; control sin
ADN.

El producto amplificado se purifico desde el gel, y se digirié con las enzimas BamHI y
Ndel. Por otro lado, el vector pET14b también se digiri6 con las mismas enzimas de
restriccion y purifico de gel. Las reacciones de ligacion de Lipl0 con el plasmido
pPET14b se transformaron en células de E.coli DH5a y los transformantes se

seleccionaron en placas de medio LB Amp 50ug/ml.
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4.4.1 Motivos conservados en Lip10

El gen Lip10 esta formado por 1.317 pb y codifica una proteina de 439 aminoacidos. En
base a los estudios de homologia con la esterasas Est5S, la secuencia aminoacidica
de la proteina Lip10, pareceria presentar una triada catalitica alterada formada por los
residuos (Asp) D-S-H (Figura 17). Se identificaron once residuos de aspartato
conservados en las posiciones 59, 91, 113, 159 ,165, 226, 241, 271, 294, 279 y 304.
También se observaron dos histidinas conservadas en las posiciones 188 y 341, y una
serina conservada en la posicion 189. La histidina en la posicién 188 y la serina
catalitica en la posicion 189, se obervaron formando parte del pentapéptido conservado
GHSQG. Cabe destacar que la presencia de residuos de aspartato precediendo a la

Ser189 no es comun en las triadas cataliticas de estas enzimas

O T e e T
10 20 30 40 50

Lipl0 MIMKKQNLFV LLASVMLLAM NLASCKMSNK PAAETSRIGE IPEAAQYIVG
B e e I e
60 70 80 90 100
Lipl0 IEKYDSVIDY SKAECWLDVP AAMVKDGVLD ATAADSLKAI BREYIYPTVT
B S e I T T
110 120 130 140 150
Lipl0 GFRPETEVCD MTPTMMIAGA QMVRRVQTAV FEESCNVFMP YYRQISMPKP
B e e I T
160 170 180 30 200
Lipl0 GSDYSAIIBY VSGFBATEAL BYFLNNLNQG RPFILAGHEQ GRATLIALLE
B e e I T T e
210 220 230 240 250
Lipl0 NYMTKHPEAL KRMIAAYPIG FAVTEDWLAK TGLKFAEGAT [PTGVIVSWNT
O e e S T S T I
260 270 280 290 300
Lipl0 EGPANLTEKN MTLAPGGISI NPINWKREDT PASVKENLGS LTYPGKLVTP
B L e e e e
310 320 330 340 350
Lip10 GIABARVDTV RGSVVVSTIA DKELYVIPAD GAAMFGPESY HLHBYGFFEN
R T
360

Lipl0 NIKQNVADRV KAFLEKK
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Figura 17: Secuencia aminoacidica de la proteina Lip10. El pentapétido conservado formado
por los residuos GHSQG se encuentra recuadrado. En color rojo se muestra la serina catalitica
en la posicién 189 (Serl89) formando parte del pentapéptido conservado, en color violeta se
muestran los residuos de aspartato conservados y en color verde se muestran los residuos de

histidina conservados.

Con el fin de estudiar la similitud con las secuencias que presentaron mayor homologia
utilizando el programa blastp, se realizaron alineamientos multiples utilizando el
programa MUSCLE (232) del ORF traducido de Lip10 (Figura 18).
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Figura 18: Resultado de los alineamientos realizados con el ORF traducido de Lipl0 y sus
homélogos mas cercanos (ABI 17943 Est5S uncultured bacterium, ADE 28719 EstGK1
uncultured bacterium, YP_003958445 hypothetical protein Eubacterium limosum FIST612,
YP_005062358 hypothetical protein Sphaerochaeta plemorpha str. Grapes, YP_005269460
hypothetical protein, AWOC17910 Acetobacterium Woodii DSM 1030, AFQ 23773 esterase
uncultured bacterium, AFQ 23774 esterase uncultured bacterium, AFQ 23777 esterase
uncultured bacterium, AFQ 23782 esterase uncultured bacterium, AFQ 23784 esterase
uncultured bacterium, YP_182096 hypothetical protein DET 1386 Dehalococcoides
ethenogenes 195 y Lip10). Se utilizé la herramienta Muscle del programa Mega5.05. Los
residuos que constituyen el pentapéptido GHSQG conservado se encuentran sombreados en

amarillo. Otros motivos similares se encuentras sombreados en color negro.

Con el fin de estudiar la filogenia de Lipl0 se realizaron dos arboles filogenéticos,
utilizando el algoritmo Neighbor Joining y el algoritmo Maximun Parsimony del
programa Mega5.05 (Figura 19a y Figura 19b).
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Figura 19a: Estudio de filogenia de Lip10, su homdlogo més cercano EST5S, Lip 5, Lip6 y
representantes de todas las familias de enzimas lipoliticas. Las secuencias de las proteinas se
obtuvieron a partir del banco de datos GenBank, basadas en su clasificacion de lipasas en
familias propuesta por Arpigny y Jaeger, y por Lee y colaboradores (113, 144). El arbol
filogenético se construy6 utilizando el algoritmo Neighbor Joining del programa Mega5.05 Con
una flecha negra se indica la proteina Lip10. Se utilizé un bootsrap de 1000 réplicas .
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Figura 19b: Estudio de filogenia de Lip10, su homologo mas cercano ESTSS, Lip 5, Lip6 y las
representantes de todas las familias de enzimas lipoliticas. Las secuencias de las proteinas se
obtuvieron a partir del banco de datos GenBank, basadas en su clasificacién de lipasas en
familias propuesta por Arpigny y Jaeger, y por Lee y colaboradores (113, 144). El arbol
filogenético se construyé utilizando el algoritmo Maximun Parsmonia del programa Mega5.05
Con una flecha negra se la proteina indica Lip10. Se utilizé un bootsrap de 1000 réplicas .

Como se pudo observar en ambos estudios de filogenia Lipl0 pareceria no formar
parte de las familias de enzimas lipoliticas existentes segun la clasificaciéon de Arpigny
y Jaeger, y de Lee y colaboradores. Por otro lado, se puede observar que Lipl0 se

agrupa junto con la esterasa Est5S, EstGK1 y EstZ3 (Figura 19a y Figura 19b). No se
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pudo asignar Lip 5 y Lip6 a algunas de las familias de enzimas lipoliticas descritas, por

lo cual seria interesante continuar trabajando con dichos clones.

4.4.2 Prediccion del péptido senal

Con el fin de estudiar si efectivamente los clones identificados, poseian una sefal de
translocacion hacia el espacio extracelular, se realiz6 la prediccion de péptido sefal
utilizando el programa SignalP4.0. De todos los clones estudiados, solamente se pudo

predecir la presencia de un péptido sefal en el clon Lip10 (Figura 20).
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Figura 20: Resultados de la prediccion del péptido sefial de la proteina Lipl0, utilizando el

programa SignalP4.0.

A partir de la gréafica del SignalP4.0, se obtuvieron los valores C, S e Y. Asi como
también, se reportaron dos valores adicionales, denominados la media S y el valor D.
El valor C corresponde al sitio de escision de la peptidasa, el valor S indica si el
aminoacido correspondiente es parte de un péptido sefal y el valor Y, es una
combinacion del valor C y del valor S. A continuacion se muestra una tabla con los

valores de C, S ,|Y, media de Sy el valor D (Tabla 5).
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Tabla 5: Resultados de los parametros obtenidos de la prediccion del péptido sefial para Lip10.

Medida Posicion Valor
C maximo 33 0.457
Y méaximo 33 0.538
S maximo 9 0.925
Media de S 1-32 0.779
D 1-32 0.632

Segun los resultados observados para el caso de Lipl0O, el péptido sefial estaria
comprendido entre los primeros 20 aminoacidos. El programa también predijo el posible
lugar de corte de la peptidasa, el cual fue entre los aminoacidos 33 y 34. Por lo cual
sugeriria que Lip10 seria secretada hacia el espacio extracelular, lo cual coincide con la

observacion de la observacion de un halo de hidrdlisis alrededor de la colonia en placa.

4.5 Andalisis filogenético de las secuencias seleccionadas

Como se observé anteriormente en la Tabla 3 y en la Figura 17, la proteina Lip10
presenta el pentapeptido conservado, formado por residuos GHSQG, Por otro lado, en
base a estudios de homologias utilizando el programa blastp la secuencia de Lip10 se
comparé con las secuencias conocidas depositadas en la base de datos "non-
redundant database" del NCBI (6). Como se observa en la Tabla 2, el ORF traducido de
Lip10 muestra mayor similitud con la secuencia de una esterasa denominada Est5S, la
cual proviene de un organismo no cultivable. La esterasa Est5S también presento el
pentapéptido conservado formado por los residuos GHSQG. Sin embargo, los residuos
gue componen la tipica triada catalitica S-D/G-H, no se encontraron en ese orden. A
partir de estos resultados Est5S se identific6 como miembro de una nueva familia

denominada familia GHSQG de enzimas esteroliticas (128). Lipl0 también presentd
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homologia con esterasas de organismos cultivables como ser las de Dehalococcoides
ethenogenes, Acetobacterium woodii, y Eubacterium limosum como se muestra en la
Tabla 6.

Ademas, la proteina Lip10 junto con sus homdélogos mas cercanos se agrupan en la
misma familia de proteinas DUF, la cual incluye enzimas de funcion desconocidas,

posiblemente hidrolasas.

Tabla 6: Porcentajes de similitud de la secuencia de Lip10 con sus homélogos mas cercanos

N®de Acceso Descripcion Phylum Pog?rf]?lﬁ?&%de
ABI17943.1 Est5S Desconocido 92%
AFQ23784.1 Esterasa Desconocido 73%
AFQ23782.1 Esterasa Desconocido 65%
AFQ23777.1 Esterasa Desconocido 64%
YP_182096.1 Proteina hipotética Dehalococcoides 41%

DET1386 ethenogenes
YP_005269460.1 Proteina hipotética Acetobacterium woodii 35%
Awo_c17910
AFQ23773.1 Esterasa Desconocido 40%
AFQ23774.1 Esterasa Desconocido 40%
ADE28720.1 EstZ3 Desconocido 41%
YP_003958445.1 Proteina hipotética Eubacterium limosum 39%
IKIST612
YP_005062358.1 Proteina hipotética Sphaerochaeta pleomorpha 39%
str. Grapes
ADE28719.1 EstGK1 Desconocido 39%



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/112385980?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=79935D0U01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/401837155?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=3&RID=79935D0U01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/401837145?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=4&RID=79935D0U01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/57233874?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=5&RID=79935D0U01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/379011648?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=6&RID=79935D0U01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/401837137?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=7&RID=79935D0U01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/401837139?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=8&RID=79935D0U01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/292486095?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=9&RID=79935D0U01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/310826088?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=10&RID=79935D0U01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/374315930?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=11&RID=79935D0U01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/292486093?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=12&RID=79935D0U01N
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4.6 Sobreexpresion de la proteina recombinante Lip10

4.6.1 Construccion del plasmido recombinante pETlip10

A partir de una colonia de la cepa de E.coli DH5a portando el gen Lip10 clonado en el
vector pET14b, se realizé una extraccibn de ADN plasmidico. Esta preparacién se
utilizé para transformar células de E.coli BL21 (DE3) pLySs. Las colonias
transformantes se seleccionaron en placas de LB Amp50ug/ml y Chl 25ug/ml. Se
colectaron 20 clones transformantes y con el fin de seleccionar las colonias que tenian
el inserto se realizaron digestiones con las enzimas BamHI y Ndel. Los perfiles de

restriccion se analizaron en un gel de agarosa 1% (Figura 21).

Como se observa en la Figura 21, los clones 5, 6, 7, 11, 13, 14 y 16 contienen un
inserto del tamafio esperado. Se decidié continuar trabajando con tres de estos clones

con el fin de observar diferencias en su expresion y seleccionar el de mayor expresion.
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Figura 21: Gel agarosa 1% de los perfiles de restriccion realizados con las enzimas Ndel y
BamHI, de 20 clones transformantes. Con la flecha se indican los fragmentos de tamafios

esperados.

4.6.2 Verificacion de la expresion y actividad enzimatica

Con el fin de verificar la expresion y actividad enzimatica de los tres clones
seleccionados en la cepa BL21 de E.coli (DE3) (pLysS), se realizaron ensayos en
placas de tributirina-rodamina B con IPTA 0,5mM. Se trabaj6 a partir de cultivos
durante toda la noche de los clones crecidos en medio LB liquido suplementado con los
antibioticos correspondientes. La actividad lipolitica se detect6 por la observacion de un
halo fluorescente de color anaranjado cuando la colonia se expuso a luz UV a 350nm, a
las 16 horas de la inoculacion. Se utilizé una concentracion final de colorante rodamina
B de 0,001%. Como control negativo se utilizé la misma cepa portando el plasmido sin
inserto. Como se observa en la Figura 23, los tres clones utilizados (clones 5, 6 y 7)
produjeron un halo de hidrolisis alrededor de la colonia, lo que demuestra que la
enzima se expresa y tiene actividad en la cepa utilizada. En el caso del control negativo
no se observo halo de hidrdlisis (Figura 22).

-
.
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Figura 22: Placa de medio de seleccion para actividad lipolitica, utilizando tributirina-rodamina
B. (A) clon 5 en la cepa BL21 de E.coli (DE3) (pLysS), (B) control negativo en la cepa BL21 de
E.coli (DE3) (pLysS), (C) clon 6 en la cepa BL21 de E.coli (DE3) (pLysS) y (D) clon 7 en la cepa
BL21 de E.coli (DE3) (pLysS)

4.6.3 Induccion de 6xHislip10 en la cepa BL21 de E. coli

4.6.3.1 Prediccién de hotspot o puntos calientes de Lip10

Previo al estudio de la induccion de la expresion de la proteina 6xHisLip10, y con el fin
de estudiar la presencia de la proteina en la fraccion insoluble, se realiz6 la prediccién
de hotspot de Lip10.

Por medio de la utilizacién del programa Aggrescan se predijeron 16 hospot o puntos

calientes de agregacion de la proteina Lip10 (Figura 23).
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Figura 23: Area normalizada de los hotspot de la 6xHislip10. Las areas bajo las curvas rojas
representan las zonas de agregacién a lo largo de la secuencia de la proteina. Se utilizé el

programa Aggrescan (42).

La presencia de los hotspot ssugiridé que la proteina podria formar cuerpos de inclusion.
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4.6.3.2 Estudio de la solubilidad de Lip10

Debido a que se detectd la presencia de hotspot o puntos calientes, los cuales indican
regiones de la secuencia aminoacidica propensos a la agregacion proteica, se decidio
estudiar la solubilidad de Lip10. Con el fin de estudiar la presencia de la proteina en la
fraccion insoluble se realiz6 un gel SDS-PAGE. Como se muestra en la Figura 24, se
observ6 una banda de tamafio esperado tanto en el extracto total (carril 5) previo a ser
centrifugado, como en el extracto insoluble (carril 6). Estos resultados sugirieron que
parte de la proteina quedd en la fraccién insoluble, posiblemente como cuerpos de

inclusion.
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Figura 24: Estudio de la solubilidad de Lip10. Gel SDS-PAGE. De izquierda a derecha, carril 1 :
proteinas totales de BL21 transformada con pET14bLip10 sin inducir ; carril 2 : proteinas totales
de BL21 transformada con pETLIip10 a tiempo de induccion 2 horas; carril 3: Marcador de
proteinas Unstained Protein Molecular Weight Marker SM0431 (Fermentas) ; carril 4: proteinas
totales de BL21 transformada con pETLip10 a tiempo de induccidon 4 horas; carril 5: extracto

total de BL21 transformado con pET14bLip10 a tiempo de induccién 4 horas sin centrifugar;
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carril 6: fraccion insoluble de BL21 de E.coli transformada con pET14bLip10. La flecha indica la
banda de intensidad de peso molecular aproximado entre 35 y 40KDa. Se sembraron 20ul de
cada muestra y de Marcador molecular de proteinas.

Con el fin de expresar la proteina recombinante 6xHislipl0 se utilizaron dos
condiciones. Una primera condicién a 18°C durante 17 horas y una segunda condicion
a 30°C durante 4 horas. Se tomaron alicuotas de cada una de las condiciones que se
analizaron por SDS-PAGE.

a) Induccion de la expresion de BL21 de E,coli transformada con pETLip10 a 30°C
durante 4 horas

En la Figura 25 se observa la expresion de Lipl0 a los distintos tiempos, en
comparacion con el control del pladsmido sin inserto. Se observa la apariciéon de una
banda de significativa intensidad de peso molecular aproximado entre 35y 40 KDa.

pET14b pET14b-Lip10

0 hrs 2 hrs 4 hrs 0 hrs 2 hrs 4 hrs
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Figura 25: Gel SDS-PAGE de la induccién de la expresion de Lip10 a 30°C durante 4 horas. De
izquierda a derecha, carriles 1, 2, y 3 ; proteinas totales de BL21 de E.coli transformada con
pET14b sin inserto a los distintos tiempo de induccion (T=0, T=2 y T=4 horas), carril 4;
Marcador de proteinas Unstained Protein Molecular Weight Marker (Thermo Scientific), carriles
5, 6 y 7; proteinas totales de BL21 de E.coli transformada con pETLip10 a los distintos tiempo
de induccién (T=0, T=2 y T=4 horas) con IPTG 0.5mM. La flecha indica la banda de intensidad
de peso molecular aproximado entre 35 y 40KDa. Se sembraron 20ul de cada muestra y de

Marcador molecular de proteinas.

b) Induccién de la expresion de BL21 de E,coli transformada con pETLip10 a 18°C

durante 17 horas.

En la Figura 26 se observa la expresion de 6xHisLipl0 a los distintos tiempos, en este
caso a tiempo 0 y a tiempo final. Se observa una banda significativa de peso molecular
cercana a 35 KDa.
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Figura 26: Gel SDS-PAGE de la induccién de la expresion de Lipl0 a 18°C durante 17 horas.
De izquierda a derecha, carril 1 ; pETLip10 sin inducir (tiempo 0), carril 2 ;pETLip10 luego de
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las 17 horas de induccién con IPTG, carril 3 ; marcador de proteinas Prestained Protein Ladder
P7710S (BioLabs). La flecha indica la banda de intensidad de peso molecular aproximado entre
35y 40KDa.

En ambas condiciones se observo la banda del tamafio esperado. Sin embargo, en la
condicion en la cual se incubd a 18°C durante 17 horas, se observd una banda con
mayor intensidad, lo que sugiri6 una mayor cantidad relativa de 6xHislip10. Debido a
estos resultados se decidié trabajar utilizando las condiciones de induccion durante 17
horas a 18°C.

4.6.4 Purificacion de la proteina recombinante Lip10

Se decidi6 estudiar su expresion tanto en el sobrenadante del medio de cultivo
precipitado y dializado, como en el extracto soluble, luego de la induccién a 18°C
durante 17 horas. En ambos casos, se utilizé una matriz de purificacion utilizando 1ml
de una suspension al 50% de agarosa Ni-NTA (QIAGEN). Para ambos casos se utilizd

la misma estrategia de purificacion.

Para verificar la purificacion de la proteina se sembraron alicuotas de los extractos
totales y solubles de pETIipl10, asi como también una alicuota de la proteina purificada
eluida con imidazol 250mM en un gel SDS-PAGE. En todos los casos se sembraron
10ul, excepto en el caso del marcador de proteinas que se sembraron 2.5ul. En la
Figura 27, se observaron bandas del tamafo esperado tanto en el extracto total como
en el extracto soluble, en comparacion con el control negativo. Ademas, se observo
una Unica banda del tamafio esperado luego de la purificacion (carril 4). Estos
resultados indicaron la expresion y purificacién de la proteina de interés. Luego de la
purificacion se obtuvieron 0,174pg/ml de 6xHislip10.
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Figura 27: Gel SDS-PAGE de la purificacion Lipl0. De izquierda a derecha, carril 1 ; extracto
total de BL21 de E.coli transformada con pET14bLip10 sin inducir, carril 2 ; extracto total de
BL21 de E.coli transformada con pET14bLip10 inducido, carril 3; fraccién soluble de BL21 de
E.coli transformada con pET14bLip1l0 inducida, carril 4 ; Lip1l0 purificada de la fraccion
soluble de BL21 de E.coli transformada con pET14bLip10 inducido, carril 5 ; marcador de
proteinas Prestained Protein Ladder P7710S (BioLabs), carril 6 ; BL21 de E.coli transformada
con pET14b sin inserto, carril 7 ; extracto total de BL21 de E.coli transformada con pET14b sin
inserto, carril 8 ; fraccion soluble de BL21 de E.coli transformada con pET14b sin inserto. La

flecha indica la banda de intensidad de peso molecular aproximado entre 35 y 40KDa.
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4.7 Caracterizacion bioquimica de Lip10

4.7.1 Ensayo de actividad de Lip10 con diferentes sustratos

La especificidad de sustrato fue testeada utilizando derivados de p-nitrofenoles tales
como p-nitrofenil acetato (C2), p-nitrofenil butirato (C4), p-nitrofenil decanoato (C10) y
p-nitrofenil palmitato (C16). La enzima Lip10 fue capaz de hidrolizar p-nitrofenil acetato
(C2), p-nitrofenil butirato (C4) y p-nitrofenil decanoato (C10). No se detecté actividad
frente a p-nitrofenil palmitato (C16). La mayor actividad se detectd al utilizar como
sustrato p-nitrofenil butirato (C4) (Figura 28). También, se realizaron ensayos de
actividad utilizando como sustratos TAG. La enzima Lipl0 también fue capaz de
hidrolizar la tributirina (C4). Sin embargo, no fue capaz de hidrolizar trioleina (C18), ni

tricaprilina (C8).
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Figura 28: Actividad de Lip10 frente a diferentes sustratos.

Las reacciones se llevaron a cabo en 100mM de tampon HEPES pH 8.0, 0.3%Tritén 100X,
10nM de Lip10. Como sustrato se utilizaron: pNP acetato (C2), pNP butirato (C4), pNP
decanoato (C10) y pNP palmitato (C16) durante 200 min a 40°C.
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4.7.2 Efecto del pH sobre la actividad de Lip10

El pH éptimo de actividad se determiné utilizando tampones en un rango de pH entre
5.5y 9.0. En la Figura 29 se muestran las curvas resultantes luego de graficar los
promedios de las absorbancias al liberarse el p-nitrofenol al utilizar tampones a
distintos pH. La enzima Lip10 presenté mayor actividad en un rango de pH entre 8.0 y
8.5.

Efecto del pH en la actividad de Lip10
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Figura 29: Determinacion del pH optimo de Lip10. Las reacciones se realizaron en 100mM de
cada tampdn, 0.3%Tritbn 100X, 50nM de Lip10, pNP butirato (C4) como sustrato, durante 15
min a 40°C. Las reacciones fueron realizadas por triplicado. Las barras de error corresponden a

triplicados de ensayo en la misma placa

4.7.3 Efecto de la temperatura sobre la actividad de lip10

El efecto de la temperatura en la actividad enziméatica de Lip10, se estudié en un rango
de temperatura entre 20°C y 70°C. La enzima Lip10 presentd una mayor actividad entre
35°C y 40°C (Figura 30).
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Figura 30: Determinacién de temperatura 6ptima de Lipl0. Las reacciones se realizaron en
100mM de tampon HEPES pH 7.0, 0.3% Tritobn 100X, 50nM de Lip10 y como sustrato pNP
butirato (C4) durante 15 min. Las reacciones fueron realizadas por triplicado en la misma

placa.

4.7.4 Determinacion de parametros cinéticos

Con el fin de determinar los pardmetros cinéticos de la proteina purificada Lipl0, se
utilizé el modelo cinético descrito por Michaelis y Menten (118). Se estudio la cinética
enziméatica de la reaccion utilizando concentraciones crecientes de sustrato de 0.1mM a
2.0mM. Como sustrato se utilizé el pNP butirato (C4).

Como resultado de la representacion gréafica de la ecuacion de Michaelis-Menten (Vg

versus [S]o), se obtuvo la curva que se muestra en la Figura 31.
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Figura 31: Curva de Michaelis-Menten de la proteina purificada Lipl0. Las reacciones se
llevaron a cabo en 100mM de tampon HEPES pH 8.0, 0.3%Triton 100X, 50nM de 6xHisLip10.
Como sustrato se utilizé concentraciones de pNP butirato (C4) de 0.1mM a 1.0mM. Las

reacciones se monitorearon durante 30 min a 40°C, con intervalos de medicién cada 2 min.

En el modelo de Michaelis-Menten, la Vnhsx corresponde al valor maximo al que tiende
la curva experimental y K, corresponde a la concentracion de sustrato a la cual la
velocidad inicial de la reaccion es la mitad de la Vmax. También permite obtener el valor
de la constante de afinidad Kg,./Kyn, donde la Kqy Sse define como la constante de
catalisis o como el nimero de recambio de la enzima. La constante de catdlisis se
define como el niumero de ciclos cataliticos que la enzima puede realizar por unidad de

tiempo y se calcula como Vmsx/(enzima) total.

Para determinar graficamente los valores de K, Y Vimax Se utilizé la representacion de la
doble reciproca o representacion de Lineweaver-Burk (1/y, versus 1/[S]p), la cual es

una linea recta, y facilita la obtencion numérica de los parametros cinéticos (Figura 32).
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Curva de Lineweaver-Burke
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Figura 32: Curva de Lineweaver-Burk de la proteina purificada Lip10.

A partir de la curva de Lineweaver-Burk fue posible obtener los parametros Ky Y Vmax.
En esta recta la pendiente corresponde a Kn/Vmax, |a abscisa en el origen (cuando 1/y,
es 0) es -1/K, y la ordenada en el origen (1/[S]o es 0) es 1/Viax-

A partir de la pendiente de la curva de Linearweaver-Burke se obtuvo el valor de Ky, el
cual resulté ser de 0.23 mM y la Vs de 2.37 U/mg de proteina. El valor de Vmax Se
expreso en U/mg de proteina, con el fin de poder comparar los valores de Lip10 con los
valores de otras esterasas descritas. La K¢y resultd ser de 13,67 s-1 y la relacion
Keaykm 59,43 s mM™,

Con el fin de validar los resultados de los parametros cinéticos obtenidos, de forma
complementaria también se obtuvieron los mismos parametros cinéticos a partir de la

curva de Eadie-Hofstee (Figura 33).
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Figura 33: Curva de Eadie-Hofstee de la proteina purificada Lip10.

La representacion de esta curva en comparacion con la curva de Lineweaver-Burk
presenta la ventaja de no acarrear el error intrinseco de la doble reciproca y permite
observar en la curva rapidamente los parametros cinéticos. La pendiente de la curva de

Eadie-Hofstee corresponde a Km y la ordenada en el origen es Vmax.

Los valores obtenidos de Kn, Vmax, Keat Y de la constante de afinidad para el pNP
butirato (C4), a partir de la curva de Eadie-Hofstee fueron Km 0.21mM, Vs« de 2.32
U/mg de proteina, Kea 13.27 s vy la relacién Kcat/Km 63,19 s* mM™. Los valores de
los parametros cinéticos obtenidos a partir de ambas curvas fueron muy similares, lo

cual valida la metodologia utilizada.

A continuacién se muestra una tabla con los valores de temperatura Optima y pH
optimo de Lip10 y de algunos de sus homélogos mas cercanos, asi como también de

los parametros cinéticos.



Tabla 7: Algunas propiedades y parametros cinéticos (Kn, Vimax ¥ Kea/Km) de Lipl0 , sus homélogos

mas cercanos y otras esterasas reportadas.

Enzima | Sust. pH T Km Vmax Kcat Kcat/Km
optimo | 6ptima | (mM) | (U/mg de (s (st mmMmh
(°C) proteina)
p-NP
Lip10 butirato | 8.0-8.5 35-40 0,22 2,37 13,47 59,43
(C4)
EstSS p-'NP No No No No
butirato 7.0 40 reportada reportada reportada reportada
(C4)
p-NP
EstGK1 | butirato 7.0 30 0,90 577 356 385
(C4)
p-NP
EstZ3 butirato 7.0 30 0,70 548 347 531
(C4)

Como se observa en la Tabla 7, Lipl0 presentd un rango de pH Optimo mas alcalino
con respecto a sus homélogos mas cercanos. El rango de temperatura 6ptima de Lip10
resulté ser similar a los valores reportados para dichas esterasas. El valor de K, de
Lip10 resulté estar dentro del rango de valores reportados.Lip10 presentd un valor de
Km menor que el de las esterasas EstGK1 y de EstZ3, al utilizar el pNP butirato (C4), lo
que indicé una mayor afinidad por dicho sustrato. Asi mismo, Se observé un valor de
Vmax, de Kcat y de la relacién Kcat/Km muy inferior a los reportados para EstGK1 y de
EstZ3. Esto indicaria que la eficiencia catalitica de Lipl0 para convertir producto es

menor que las reportadas para EstGK1 y EstZ3.
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5. Discusion y conclusiones

5.1 Estrategia experimental utilizada para la construccion de la biblioteca
metagenomica

A partir del procesamiento de la muestra de rumen, se obtuvieron tres fracciones Lq,
Ad y As. En base a estudios de microscopia de los tres percolados se decidid trabajar
con la fraccion Lq (fraccion libre no asociada a las fibras) (Figura 11, panel B). Esta
fraccibn contenia una menor contaminacion de microorganismos aparentemente
procariotas en comparacion con las otras fracciones, lo cual concuerda con datos

reportados (30).

La purificacion del ADN gendémico extraido de la fraccion Lq, se realiz6 utilizando dos
metodologias. Una basada en una extraccion de ADN convencional o lisis quimica y
otra en la que ademas de la lisis quimica se utilizé una lisis mecanica con esferas de
zirconia. La segunda metodologia result6 mas adecuada. Estos resultados nos
permitieron la seleccion de fragmentos del entorno de 40 Kb para la construccion de la
biblioteca metagendmica. Como vector de clonado se utilizo el vector pCC1FOS. Este
vector cuenta con un origen de replicacion inducible por arabinosa, lo cual resultd ser
beneficioso, debido a que en presencia de arabinosa, se incrementa el nimero de
copias del fésmido, lo que provoca un aumento en la expresion de los genes clonados

y facilita la identificacion del fenotipo buscado.

5.2 Deteccion funcional para actividad lipolitica

Con el fin de identificar clones con actividad lipolitica, se decidié utilizar el enfoque de
metagendmica funcional. La buUsqueda funcional en contraste con la busqueda por
homologia de secuencias, permite seleccionar enzimas en base a su actividad lo cual
ha permitido la identificacion de una gran cantidad de genes que codifican nuevas
proteinas, las cuales presentan baja similitud con las proteinas conocidas, y por lo tanto

presentan nuevas caracteristicas estructurales y propiedades (64, 68, 71, 76, 102,
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106). Por lo tanto, esta estrategia no solo provee nuevas enzimas para nuevas
aplicaciones biotecnologicas, sino también permite asignar funciones a proteinas
designadas como hipotéticas o con funciones desconocidas (194). Con el fin detectar
actividad lipolitica (lipasa y/o esterasa), se realizé la deteccion funcional de una
biblioteca metagendmica de rumen vacuno utilizando tributirina (C4), tricaprilina (C8) y
trioleina (C16) como sustratos. Se detectaron 8 clones con actividad en tributirina. No
se detectd ningun clon con actividad en tricaprilina ni en trioleina. Estos resultados
sugirieron que los clones tenian actividad esterasa y no actividad lipasa. Esto fue
debido a que los clones hidrolizaron ésteres de glicerol con acido grasos de cadena
corta como la tributirina (C4) y no hidrolizaron ésteres de glicerol con acidos grasos de
cadena larga (trioleina) (C16). Ademas, se observd que incluso en comparacion entre
ésteres de glicerol fue capaz de hidrolizar ésteres de glicerol con acido grasos de

cadena corta como la tributirina.

En un trabajo realizado, en el cual se pretendia identificar clones con actividad lipasa,
se realizd una aproximacion basada en la deteccion funcional de una biblioteca
utilizando como sustrato tributirina, y luego con el fin de estudiar si algunos de los
clones que mostraron actividad tenian actividad de lipasa verdadera, se ensayaron en
placas de agar trioleina y en placas de agar trioleina-rodamina B (68, 132). Dos clones
presentaron actividad en trioleina, pero solo uno de ellos mostro actividad en trioleina-
rodamina. El gen responsable de esta actividad se identific6 como una lipasa. Estos
resultados sugieren que la utilizacion del colorante junto con el sustrato pareceria ser

una técnica mas precisa y de mayor sensibilidad.

La tributirina es el sustrato mas utilizado en la deteccion funcional para actividad
lipolitica (debido a que las enzimas lipoliticas son capaces de hidrolizar esteres de
glicerol de distintos largo de cadena). La tributirina se dispersa rapidamente en agua
por lo cual, en presencia de productores de baja actividad lipolitica, su utilizacion podria
ser confusa y dar falsos positivos (202). Debido a ello, es que los clones que muestran
actividad en tributirina, deben ser ensayados en otros sustratos para indicar si tienen

actividad lipasa o esterasa.
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Estos resultado sugieren que la utilizacion de la trioleina-rodamina B en una deteccion
funcional, donde se pretende detectar enzimas con actividad lipasas, presenta la
ventaja que es una técnica mas rapida y mas precisa en comparacion a la utilizacion de

tributirina como sustrato, 0 en comparacién con trioleina sin el colorante.

Se han publicado varios trabajos en los cuales se han identificado enzimas lipoliticas
utilizando la aproximacion de metagendémica funcional. En uno de estos estudios se
obtuvieron ocho clones con actividad lipolitica a partir de una biblioteca metagenémica
de suelo, de tamafio promedio de inserto de 35Kb y con un total de 33.700 clones, lo
cual arroja la deteccion de 1 clon cada 147 Mb de ADN estudiado o 1 clon positivo cada
4213 clones analizados (145). En otro trabajo, se obtuvieron 6 clones, a partir de una
biblioteca metagendmica de planicies de mareas, de un tamafio de inserto de 35Kb, en
un total de 386.000 clones. Lo cual significd la deteccion de 1 clon cada 2.25Gb de
ADN estudiado o 1 clon cada 64.333 clones analizados (144).

En este proyecto de maestria, a partir de la deteccion funcional utilizada para la
deteccion de actividad lipolitica en rumen vacuno, un total de 12 clones positivos fueron
identificados con un tamafio de inserto entre 35 y 40 Kb, en un total de 27.500 clones
analizados. Esto corresponde a aproximadamente 1.2Gb, por lo cual fue detectado 1
clon positivo cada 87.5Mb de ADN analizado o 1 clon positivo cada 2500 clones. A
partir de estos resultados, se puede observar que la estrategia de deteccién utilizada
fue la adecuada, ya que se obtuvo un nimero mayor de clones con actividad lipolitica
por Mb de ADN analizado. Sin embargo, se han reportado una gran cantidad de
trabajos en los cuales se han detectado una mayor cantidad de clones con actividad
lipolitica por cada Mb de ADN analizado, a partir de otros ambientes como ser de
muestras de suelo, lo cual indicaria que podria ser una mejor fuente de estudio para
detectar dicha actividad (224). Por ejemplo en un trabajo se identificaron enzimas
lipoliticas a partir de bibliotecas metagendmicas de suelo de fango, utilizando la

estrategia funcional se obtuvieron 1 clon positivo cada 42 Mb (129).
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5.3 Enzimas encontradas

Para cada uno de los clones identificados se realiz6 una busqueda de similitud en el
banco de datos de secuencias conocidas del NCBI. A partir de los estudios de
homologia, el clon Lipl0 resultoé ser el mas interesante en comparacion con los clones
Lip5S y lip6. Lipl0 presentdé una alta similitud (92%) con una esterasa denominada
Est5S y en menor grado con dos esterasas denominadas EstGK1, EstZ3 (13, 128). La
esterasa EsSt5S proviene de un organismo no cultivable de rumen vacuno. Los
resultados del blastp de Est5S con la base de datos del NCBI, no revelaron una alta
homologia con las familias de esterasas y lipasas descritas. Por otro lado, Est5S es
miembro de la familia DUF3089 (pfam 11288). La familia DUF3089, esta descrita como
una familia de proteinas de funcidn desconocida. Sin embargo, pareceria tener un
dominio a/pf hidrolasa, el cual tendria asociado una funcién enzimatica. Ademas, la
familia DUF 3089 es miembro del clan AB hidrolasas (CL0028), el cual esta formado
por 66 miembros. Por otro lado, Est5S presentd el pentapéptido conservado GHSQG
presente en la mayoria de hidrolasas, lipasas, esterasas, serin proteasas, y f-
lactamasas de origen bacteriano. Sin embargo, la triada catalitica S-D/E-H, la cual esta
altamente conservada en la mayoria de las familias de enzimas lipoliticas, no estaba
presente. Ademas, con el fin de confirmar el rol catalitico, se realizaron estudios de
mutagénesis dirigida de todos los residuos candidatos presentes en la secuencia. Los
resultados sugirieron que los residuos cataliticos se encontraban en las posiciones
D166-S190-H341. A partir de estos resultados, los autores postularon a Est5S como
miembro de una nueva familia de enzimas esteroliticas, denominada familia GHSQG
(128).

Lip10, también presenté homologia con dos esterasas denominadas EstGK1 y EstZ3,
las cuales se identificaron a partir de una biblioteca metagendémica de rumen de oveja
(13). Ambas esterasas mostraron una alta homologia con la esterasa Est5S y en menor
grado con otras proteinas no descritas como enzimas lipoliticas. En dicho trabajo, los
autores realizaron estudios de filogenia utilizando miembros de cada una de las familias
de enzimas lipoliticas descritas por Arpigny y Jaeger, y Lee y colaboradores, que

incluyeron a EstZ3, EstGK1, Est5S y a los 13 homdélogos mas cercanos. Los resultados
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filogenéticos no permitieron agrupar a EstZ3, EstGK1, Est5S y a los homélogos mas
cercanos en las familias de enzimas lipoliticas descritas. Por otro lado, los estudios de
alineamientos realizados en esas proteinas, revelaron las posiciones de los residuos
que forman la triada catalitica en el orden Ser-His-Asp. La esterasa EstGK1, presentd
la serina catalitica formando parte de pentapéptido formado por los residuos GHSQG y
EstGK1 presentd una variacion del pentapéptido conservado en las familias de enzimas
lipoliticas formado por SHSQG. Con el fin de confirmar el rol catalitico de los residuos
se realizaron mutagénesis puntuales en los residuos conservados. Los resultados
mostraron, que los residuos cataliticos se encontraban en las posiciones S134-H293-
D296. En base a estos resultados, los autores postularon a EstZ3 y a EsSGK1 como

miembros de una nueva familia de enzimas lipoliticas (13).

También, resultod interesante el hecho de que las esterasas EstGK1, EstZ3, y Est5S
fueron postuladas como miembro de una nueva familia de enzimas lipoliticas
denominadas familia GHSQG, y que presentaron distintas triadas cataliticas alteradas.
Esto podria significar que dentro de una misma familia, el orden de los aminoacidos

gue componen la triada catalitica podria alterarse y no afectar la funcion.

5.3.1 Sobreexpresion de la proteina recombinante Lip10

Con el fin de estudiar la localizacion extra o intracelular de Lipl0 se realizo la
prediccion de hotspot y de péptido sefial. El analisis de la secuencia revelo la presencia
de 16 hotspot y se identificé un péptido sefial entre los primeros 20 aminoé&cidos. Estos
resultados sugieren que la proteina tendria una sefial de translocacion hacia el espacio
extracelular y seria secretada, y que ademas tendria una alta probabilidad de formar
cuerpos de inclusién o agregados proteicos insolubles. Estos podrian haberse formado
debido a la insolubilidad de la proteina a las concentraciones a la cual esta siendo
producida, por un incorrecto plegamiento en el ambiente en el cual se encuentra o por
la inhabilidad de formar puentes disulfuro. La solubilizacién de la proteina se puede
realizar mediante la utilizaciébn de agentes desnaturalizantes como el hidrocloruro de

guanidina o la urea y tioles, como el mercaptoetanol o el glutation (245).
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Se realizaron ensayos de induccion de la expresion de Lipl0 a distintos tiempos y
temperaturas de induccion. Se observé una mayor cantidad relativa de proteina a bajas
temperaturas durante mayores tiempos de induccion. Esto pudo deberse, a que al
bajar la temperatura, se reduce la tasa de traduccién de proteinas, y en algunos casos
puede reducir las respuestas metabdlicas indeseables para la sintesis de otras
proteinas, y como consecuencia mejorar el rendimiento y/o la solubilidad de la proteina
de interés (140) .

Se realizaron purificaciones de la proteina recombinante inducida a baja temperatura,
tanto en el sobrenadante del cultivo, como en el extracto celular. No se detecto
actividad lipolitica en el sobrenadante de cultivo, incluso luego de la precipitacion de las
proteinas con NH;SO, al 80%. Lo cual no concuerda con el hecho de haber observado
la presencia de péptido sefial. Estos resultados sugirieron que la proteina pudo haber
guedado retenida en el citoplasma o en el periplasma, por lo cual no fue exportada
hacia el espacio extracelular. Lo cual pudo deberse al incorrecto reconocimiento del
péptido sefial por parte del huésped utilizado, ya que el péptido sefial, pudo provenir de
un microorganismo no emparentado, lo cual dificulta el mecanismo de reconocimiento y
secrecion. Con el fin de superar ésta dificultad en el estudio de la expresion de la
proteina, se podria utilizar un vector de expresion para proteinas de E. coli, el cual
contenga un péptido sefial para E.coli, lo cual mejoraria el procesamiento de la
proteina, al reconocerla como propia.

Se observo induccidon de la expresion de la proteina Lip10 tanto en la fraccién soluble
como en la fraccién insoluble, lo cual concuerda con la prediccion de hotspot en dicha
fraccion. Se realizaron ensayos de actividad en la fraccidon soluble. Se obtuvo una
expresion de la proteina recombinante baja. Sin embargo, debido a que la cantidad de
enzima obtenida en esta fraccion fue suficiente para realizar los ensayos de actividad,
no se trabajé con la fraccién insoluble. En estos casos donde la expresion de la
proteina recombinante es baja, la misma puede ser obtenida como proteina de fusion.
Una gran variedad de polipéptidos han sido empleados para la obtencién de proteinas
recombinantes, tales como la proteina A, glutation S transferasa (GST), proteina de

unibn a maltosa, asi como péptidos que pueden ser reconocidos por anticuerpos
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especificos, biotinilados en la células huésped o unirse especificamente a metales
inmovilizados (94, 196).

5.4 Caracterizacion filogenética de Lip10

Se realizaron estudios de filogenia, utilizando varios representantes de cada una de las
familias de proteinas lipoliticas segun la clasificacion de Arpigny y Jaeger, asi como
también a las esterasas Est5S, EstGK1 y EstZ3, ya que presentaron alta homologia
con Lip10. No se logré agrupar a Lipl0 dentro de las familias conocidas de enzimas
lipoliticas. Ademas, Lipl1l0 junto con Est5S, EstGK1 y EstZ3, formarian parte de un
mismo agrupamiento (Figura 19a y Figura 19b). Segun la clasificacion de Arpigny y
Jaeger, Lipl0 al no presentar similitud con las familias ya existentes podria ser

miembro junto con Est5S, EstGK1 y EstZ3 de una nueva familia de enzimas lipoliticas

8).

Lip10 presento 12 residuos de aspartato conservados, dos residuos de histidina y uno
de serina. Estos ultimos dos formando parte del pentapéptido conservado GHSQG. Los
estudios de mutagénesis realizados en la esterasa Est5S, revelaron las posiciones de
los residuos cataliticos de aspartato, histidina y serina. Debido a la alta homologia de
Lip10 con Est5S, se sugiere que Lipl0 podria tener los mismos residuos cataliticos, y
junto con las esterasas EstZ3 y EstGK1, formar parte de una nueva familia de proteinas
(13, 128). Sin embargo, con el fin de confirmarlos se propone realizar mutagénesis
sobre todos los residuos de aspartato, el de serina, y los dos de histidina. Ademas,
teniendo en cuenta que Lip10 junto con Est5S, EstGK1 y EstZ3 podrian ser miembros
de una nueva familia de proteinas, denominada familia GHSQG, y que en ninguno de
los trabajos realizados por dichos autores se estudio el rol catalitico de la histidina que
forma parte del pentapéptido, resultaria interesante estudiar el posible rol catalitico del
residuo de histidina (H188) en Lip10.

5.5 Caracterizacion bioquimica de Lip10

Con el fin de caracterizar a Lip10 bioquimicamente se realizaron ensayos de actividad

de sustrato frente a derivados de p-nitrofenoles y frente a TAG. La enzima Lip10 fue
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capaz de hidrolizar p-nitrofenil acetato (C2), p-nitrofenil butirato (C4), p-nitrofenil
decanoato (C10). Sin embargo, no se observo actividad al utilizarse p-nitrofenil
palmitato (C16). Estos resultados sugieren que Lip10 hidroliza p-nitrofenoles de cadena
<10 atomos de carbono, especificamente presenté una mayor actividad al utilizarse por
p-nitrofenil butirato (C4) como sustrato entre los 30 y 200 minutos de reaccion. Sin
embargo, con el fin de asegurar que presenta una mayor actividad con dicho sustrato

tendria que realizarse el ensayo en condiciones iniciales de reaccion.

Al utilizarse TAG como sustrato, solo fue capaz de hidrolizar la tributirina (C4), en
comparacion con trioleina (C18) y tricaprilina (C8), frente a los cuales no se observé
actividad. A partir de la observacion de que Lip10 prefiere hidrolizar sustratos <10
atomos de carbono, se sugiere que Lip10 tiene actividad esterasa y no lipasa. Por lo
cual en base a este resultado se descarto la posibilidad de la aplicacién de Lip10 en el
proceso de obtencion de biodiesel. Sin embargo, la alta actividad de Lipl0 observada
frente a los acidos grasos de cadena corta, como ser el acido butanoico (C4), es de
gran interés industrial debido a sus caracteristicas como potente aromatizante. Por lo
cual este resultado sugiere en primera instancia que Lip10 podria participar por ejemplo
en la sintesis organica de ésteres de cadena corta volatiles los cuales aportan aromas

0 sabores deseables (27).

También, se determinaron los rangos de pH 6ptimo y de temperatura 6ptima de
actividad de Lipl10 al utilizarse p-nitrofenil butirato (C4) como sustrato. Presenté una
mayor actividad en un rango de pH entre 8.0 y 8.5 al utilizarse como sustrato pNP
butirato (C4), en comparacion con Est5S, EstGK1 y EstZ3 que fueron reportadas como
enzimas con maxima actividad a pH 7.0, utlizando el mismo sustrato. Esta
caracteristica en el caso de Lip10 concuerda con el hecho de que la mayoria de las
esterasas conocidas presentan mayor actividad en pH alcalino (89). Ademas, Lip10,
presenta menor actividad a pH &cido, a diferencia de EstGK1 y EstZ3, las cuales
presentaron una insignificante pérdida de actividad tanto en medio acido como en
alcalino. Esta caracteristica observada en EstGK1 y EstZ3, resulté ser muy interesante
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debido a que se conocen muy pocos ejemplos de enzimas lipoliticas que tienen
actividad en un rango mas amplio de pH (64, 89).

Lip10 presentd una temperatura 6ptima en un rango entre 30°C y 40°C, la cual resultd
ser mayor en comparacion con las esterasas Est5S, EstGK1 (30°C) y EstZ3 (30°C)
(Tabla 7).

Por otro lado, los estudios cinéticos indicaron que Lip10 presenté una K de 0.23 mM,
una Vmax de 2.35 U/mg de proteina, Kcat de 13.47 S-1 y Ko/Ky de 61,31 S-1 mM-1
(Tabla 7).

El valor de Kca/Kn, utilizando como sustrato pNP butirato (C4), resulté dentro del rango
de valores de esterasas reportadas de otras bibliotecas metagen6micas, como ser a
partir de suelo Antartico (Kca/Km 7.65 S-1 mM-1), de sedimentos de llanuras mareales
(Kea/Km 18.2 s-1 mM-1), de ambientes marinos (Kca/Km 26.7 S-1 mM-1) (98, 144, 145,
191). Sin embargo, en comparacion con las esterasas EstGK1 y EstZ3, los valores de
Lip10 resultaron ser muy inferiores. En base a estos resultados, se plantea la
posibilidad de repetir la purificacion de Lip10, ya que la estrategia utilizada pudo haber

afectado la medida de K.
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5.6 Perspectivas

Por medio de la realizacion de este proyecto, se ha logrado la identificacion y
caracterizacion de una nueva esterasa, a partir de la construccion de una biblioteca
metagendmica de rumen vacuno. Ademas, la aproximacion de metagendmica funcional
como una novedosa herramienta, ha demostrado el potencial de este tipo de
metodologia con el fin de identificar nuevos genes y biocatalizadores.

Las enzimas lipoliticas, como las lipasas y las esterasas, tienen muchas aplicaciones
biotecnoldgicas en la produccién de detergentes, alimentos y saborizantes, farmacos,
ésteres, agroquimicos, cosméticos y perfumeria, y mas recientemente hacia la
produccion de biocombustibles (95). Sin embargo, la creciente necesidad de enzimas
resistentes a las condiciones de algunos de esos procesos industriales, hace
indispensable la busqueda de nuevas enzimas que sean capaces de actuar en un
amplio rango de condiciones. En base a ello, las enzimas lipoliticas han sido de gran

interés, debido a su gran versatilidad frente a diferentes condiciones.

Actualmente, existe una gran demanda por parte de la industria farmaceutica, hacia
enzimas como las esterasas, las cuales median la resolucion quiral de compuestos
racémicos organicos (21, 36). Especificamente, la transformacién enzimatica racémica
de (R-S)-ketoprofen etil éster a (S)-ketoprofen es de gran importancia debido a que el
(S)-ketoprofen tiene una potente actividad como una droga antiflamatoria no esteroidea
(36, 126, 127). Por lo cual resultaria interesante estudiar la actividad de Lip10 sobre

este sustrato.

Por otro lado, las enzimas lipoliticas catalizan la reaccion de transesterificacion para
producir biodiesel, a partir de por ejemplo aceites vegetales, en presencia de un
solvente organico. La utilizacién de solventes orgénicos incrementa la solubilidad de
dichos sustratos hidrofobicos durante la reaccion (13, 27, 76, 123). Por lo cual
resultaria interesante estudiar la actividad de Lip10 frente a solventes organicos como

la acetona, acetonitrilo, etanol, butanol y metanol. Por ejemplo, se han observado
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algunos efectos inhibitorios en la actividad enzimética en presencia de metanol (119,
175).

La actividad de las esterasas frecuentemente esta afectada por muchos factores como
ser metales divalentes y surfactantes no aniénicos como ser Tween y Triton (37, 135,
157). En el afo 2009, Kim y colaboradores, identificaron una esterasa que
incrementaba su actividad en presencia de CaCl, y en menor grado en presencia de
MgCl, y MnCl,. Sin embargo, su actividad lipolitica disminuia en presencia de CuSO, y
ZnS0O,4 (125). Por lo cual se pretende estudiar el efecto de algunos iones metélicos
como ser MnCI2, MgCl,, CaCl,, CuCl,, ZnSQ,4, FeSO,4, CoSO, y NiSO, en la actividad
de Lip10. También quelantes como el EDTA son utilizadas con el fin de estudiar el
posible rol catalitico de determinados cationes.

En un trabajo en el cual se adicion6 EDTA 2mM y 2mM de CaCl,, MgCl, o MnCl; no se
observd un efecto significativo en la actividad de la esterasa Est25, asi como tampoco
un efecto en la enantioselectividad hacia el (R-S)-ketoprofeno etil ester.

Estos resultados demostraron que la esterasa Est25, no requeria ningun cation como
cofactor, lo cual se ha reportado como una caracteristica tipica de las enzimas lipasas y
esterasas (21, 129, 228). En este mismo trabajo, también se estudié el efecto de los
surfactantes Tween 20,40, 60, 80 y Tritdbn X-15, X-45, X-100, X-165 y X-305. Se
observd un aumento de la actividad de Est25, sin provocar cambios en la
enantioselectividad. Lo cual pudo haber ocurrido debido a la formacién de una emulsion
entre el ester del ketoprofeno y los surfactantes, lo que provocdé un aumento de
contacto en el area interfacial (aceite-agua), y se reflejé en un aumento de la actividad

esterasa (157).

Debido a que las enzimas lipoliticas son serin hidrolasas, su actividad generalmente es
inhibida por compuestos como el PMSF (38). La inhibicion de la actividad enzimatica de
Lip10 por PMSF sugeriria la presencia de un residuo de serina en el centro activo de la
enzima. Este resultado de ser positivo, junto con ensayos que estudien los posibles
roles cataliticos de residuos presentes en la secuencia de Lip10, validarian la hipétesis

de que la serina que se presume que tiene un rol catalitico, realmente lo sea.
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Finalmente, para poder confirmar el posible rol catalitico de los residuos que forman el
pentapéptido y de otros residuos que no forman parte del mismo, pero que en base a la
bibliografia se cree que podrian ser cataliticos se plantea realizar mutaciones
puntuales. De obtener resultados satisfactorios, estos permitirian afirmar que Lip10
verdaderamente pertenece a una nueva familia de proteinas lipoliticas, asi como
también, posibilitaria estudiar el efecto de ésta alteracion en las propiedades
bioquimicas, asi como también en la especificidad de sustrato.

También, con el fin de tener informacion mas certera sobre los residuos cataliticos se
propone realizar estudios sobre la prediccidn de la estructura cristalogréafica de Lip10.
Utilizando esta metodologia se han decifrado los residuos que forman parte de la triada

catalitica de muchas enzimas lipoliticas (16, 155).
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6.1 Medios de cultivo

e LB
Triptona 109/l
Extracto de levadura 5g/l
NacCl 109/l
Agua desionozada c.s.p 1000ml

e Medio para deteccion de actividad lipolitica

Peptona 5g/l
Extracto de levadura 39/l
Goma arabica 10g/I

Sustrato (tributirina, tricaprilina o triole6na) 1% v/v

Agua desionozada c.s.p 1000ml
o 2XTY

Triptona 169/l

Extracto de levadura 10g/I

NacCl 5g/l

Agua desionozada c.S.p 1000ml

Ajustar a pH 7.0

e TB
Bacto triptona 129/l
Extracto de levadura 244/l
Glicerol 4ml/|

KH,PO, (2,31g) y K;HPO,4 (12,54g) 100ml/I
Agua desionozada C.S.p 1000ml

6. Anexos
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6.2 Tampones generales

PBB (buffer basico de potasio)
Fosfato de potasio 0.1M; pH 6.5

e PBS (buffer fosfato salino) al 10%.
NaCl 8g/l; KCI 2g/l; Na;HPO,4 1,449/l ; KH,PO,4 0,249/l ; pH 7.4

e TI10E25
Tris 10 mM; EDTA 25 mM; pH 8.0

e TI10E1
Tris 10 mM; EDTA 1mM; pH 8.0

e Tampon de Lisis
NaCl 700 mM; Tris-HCI 50 mM ; EDTA 100 mM; SDS 4%; pH 8.0

e Tampon de dialisis
NaCl 150mM; NaH,PO4 50mM; pH 8.0

e Tampo6n PDB
Tris-HCI 10mM pH 8,3; NaCl 100mM; MgCI2 10mM

6.3 Soluciones utilizadas para la purificacion de la proteina recombinante
6xHisLip10

e Tampon His Tag 2x
NaH2PO4 100mM; NaCl 600mM;pH 8.0



e Tampon de union

Imidazol 50mM; NaCl 300mM; NaH,PO, 50mM;pH 8.0

e Tampon de lavado

Imidazol 20mM; NaCl 300mM; NaH,PO, 50mM;pH 8.0

e Tampon de lavado mas glicerol
Imidazol 20mM; NaCl 300mM; NaH,PO, 50mM; Glicerol 10%; pH 8.0

e Tampoén de elucion

Imidazol 250mM; NaCl 300mM; NaH,PO, 50mM; pH 8.0

e Tampon de elucion mas glicerol

6. Anexos

Imidazol 250mM; NaCl 300mM; NaH,PO, 50mM; Glicerol 10%; pH 8.0

6.4 Soluciones utilizadas en electroforesis en geles de poliacrilamida

desnaturalizante (SDS-PAGE)

e Solucion separadora (12%)
Tampon separador
Acrilamida 30%

TEMED 10% 0.05ml

Persulfato de amonio 10%

Agua desionozada

e Tampon separador (pH 8.8)

Tris base 72.69

SDS

Agua desionozada c.S.p 400mi

e Solucién concentradora

Tampodn concentrador
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Acrilamida 30% 0.8ml
TEMED 0.05ml
Persulfato de amonio 10% 0.3ml
Agua desionozada 2.95ml

e Tampon concentrador (pH 6.8)
Tris base 24g
SDS 1.69
Agua desionozada c.s.p 400ml

e Tampon de carga 2x (pH 8.3)
Tris 120mM; Glicerol 20%; Azul de bromofenol 0.01%; SDS 4%; pH 6.8

e Tampon de corrida 10x

Tris base 302.75¢g
Glicina 7219
SDS 509
Agua desionozada c.s.p 5000ml

e Solucion de tincion
Metanol 45%
Acido acético glacial 5%
Azul brillante de Coomassie (R250) 0.1% (w/v)

e Solucion para destefiido
Metanol 50%

Acido aceético glacial 10%

Adicionarle a la muestra tampdn de carga 2x, B-mercaptoetanol al 0.1% (1:1) y hervir a
95°C durante 10 min.
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6.5 Soluciones utilizadas en electroforesis en geles de agarosa

e Tampon de Electroforesis TAE 1X (pH 8)
Tris base 4,84g/|
Acido acético glacial 1,14 mi
EDTA 2 ml de 0,5M

6.6 Protocolos

6.6.1 Preparacion de células electrocompetentes

Se parti6 de un preinoculo incubado durante toda la noche de la cepa a hacer
competente en 5 ml de medio LB a 37°C. A las 24 horas se inocularon 200ml de medio
de cultivo TB (Anexos 6.1) con una dilucién 1/100 del preinéculo y se incubaron a 37°C
a 180rpm hasta alcanzar una DO a 600nm de 0.5. Alcanzada esta DO se colocé el
cultivo 30 min en hielo. El inéculo se fraccioné en 4 tubos y se centrifugaron durante 5
min a 4000rpm a 4°C. Los pellets celulares fueron resuspendidos en 5 ml de agua miliQ
estéril fria con agitacion en bafio de agua hielo y se unificaron los volimenes a dos
tubos. Se realizé una segunda centrifugacion bajo las mismas condiciones y se
descarté el sobrenadante. El pellet celular obtenido se resuspendié en el minimo
volumen de glicerol estéril al 10%, y se realiz6 una ultima centrifugacion a 7000rpm
durante 7 min a 4°C. Las células se almacenaron fraccionadas en alicuotas de a 100pl
a -80°C.

6.6.2 Preparacion de células de quimiocompetentes

El protocolo seguido para la preparacion de células competentes fue adaptado del
descripto por Ausubel y colaboradores (9). Se partié de una colonia de la cepa a hacer
competente a partir de un cultivo fresco crecido en medio sélido LB, la cual se sembré
en 5ml de LB liquido, incubado toda la noche con agitacion a 180rpm a 37°C. Se
inocularon 50ml de medio de cultivo LB con una dilucién 1/100 del inéculo y se incub6
con agitaciéon a 180rpm a 37°C hasta alcanzar una DO a 600nm de 0.6. Se cosecharon

las células en tubos estériles frios mediante centrifugacion de 5 min a 2300xg a 4°C. Se
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resuspendio el pellet en 20ml de CaCl, 0.1M frio y las células se mantuvieron en hielo
durante 20 min. Luego se centrifugd en frio 5min a 2300xg, descartandose el
sobrenadante, y las células se resuspendieron en 0.5ml de CaCl, 0.1M frio, dando
pequefios golpes alternando con periodos de hielo. Las células competentes asi
obtenidas se almacenaron a -80°C en glicerol 25% (v/v) para su posterior uso,

fraccionadas en alicuotas de 100pl.

6.6.3 Transformacion mediante choque térmico

La insercion de ADN foraneo a las células se realiz6 mediante el método de choque
térmico, descripto por Sambrock y colaboradores (204). Para ello a 100ul de células
competentes se le agregaron 0.2ug de ADN plasmidico conteniendo el gen Lip10.

Las mezclas se incubaron a 42°C durante 90 segundos en bafio de agua y luego
rapidamente en hielo durante 2 min. Se agregé 1ml de medio liquido LB a cada tubo y
se incubaron durante 1 hora con agitacion a 180rpm a 37°C. Las colonias se

seleccionaron en placas de LB, y se incubaron durante toda la noche a 37°C.
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Estirpe de Fenotipo/Genotipo Referencias
Escherichia coli
EPI300T1IRTR1 [F- mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) (Strf) Epicentre
¢80dlacZAM15 AlacX74 recAlendAl araD139
A(ara,leu)7697 gal/U galK A- rpsL mupG trfA
tonA dhfr]
F- mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) ¢80lacZAM15
DHb5a supE44 AlacU169(¥80lacZAM15)hsdR17 recAl gyrA96 (249)

thi-1 relAl

BL21 (DE3) pLysS | F- ompT hsdS(rB mB) gal dChl A(DE3) pLysS (ChI?) Promega
(MDE3): lacl, lacUV5-T7 gene 1, ind1, sam7, nin5)

6.8 Tabla de vectores

Vectores Fenotipo/Genotipo Referencias
pCCFOS1 Lacz, Sitios Cos, OriV, Ori2, ChI? Epicentre
pBluescriptSK AmpF (5)
(PBSK) Stratagene
pET14b Vector de clonacidn, promotor T7, secuencia Promega
codificante His.Tag, MCS, Terminador T7, AmpR
pPET14b-lip10 pPET14b conteniendo el gen Lip10 En este trabajo

6.9 Mapas de vectores

6.9.1 Mapa del vector pCC1FOS




Eco721 381

Hpal 7830
Fril 7483

Apa | 6873
Bsa | 6611

pat CopyContro/™ BstZ171 1844

pCC1FOS™
E130 bp

.'

. ariv Jff T Sacll 2483
Snab | 5632

iz
repE
Bst¥ | 50BE

EcoN | 3470
Afe | 4567

Mote: Not all restriction enzymes that cut only once are indicated above.
See Appendix E (pg. 16) for complete restriction information.
Primers are not drawn to scale.

P T7 EcoT2 | RpP
230-266 31-330 -‘j' ATE-501
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FP = pCCA™YpEpiFOS™ Foward Sequencing Pimer 5 GGATGTGCTGCAAGGCGATTAAGTTGG ¥
RP - pCC1™/pERIFO5™ Reverse Sequencing Pimer 5 CTCGTATGTTGTGTGGAATTGTGAGE 3

T7 - T7 Promoter Primer 5 TAATACGACTCACTATAGGG 3
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6.9.2 Mapa del vector pET14b

EcoR ligssa)
liassa)
k2

Hind Illiz=

Ssp kassm Whe lizzs)

Bpu1102 ljassy
BarnH lis1o)
Xho lis1s)
Hde lis2z)
Moo lisam
Xbali=1m)

Bagl sz
Sgrh kmam

Sph lipra
EcoM lizzs)
Zal limzs)
Pshi lianzay

Sca le1ss)
Pwu ljaoss)y

Pst lizaz1

Eam1105 l2e76)

PET-14b
(467 1bp)

Eag li12am

Mru li1z2s2)

HgiE 2353

Al liz133)

M=o lj1752)

BsplU11 li2res;
Al Nlzrazy Bpu1d k1ess
Sap lizesT) Bsg li1z23)
B=t1107 kassza)
B=aA lizsas)
Tth111 lizszey
BsmB kz4az4)
P 1kza74
TT promober primer $555348-3
Byl T7 promder xbal be
B GA T TORR T AT T AT Sl TR TAT Rl Gl R A e T T T CT T AL AT ART T T T QI T TALLT TTALGARG ShGE
Hiza
I Tag Hge | Xhol SamH |
AT A AT G e A R OO AT AT AT AT AT R A G e T e Tl el el A TAT Gl TG AR TG QU TR T AN AR
MetiGlyterfe rHiaHiaH faHEaHEaHE s e rie ralylauN alFrefrgElyEerHE aMe e lulapPre Ll aklaky nlyak
Bputin2 | thrcmibin T7 terminator
AR T T Tl TR T A OO TG ST AT R AT A O T T es GO T T AL AGRaT T TaLGRET TITTT [

LyaaiukiaGiuleulkl okl aklal &rélaGluEinEnd

TT =minaior primer S5 5 337-3
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