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EFECTO DEL NUMERO DE MODULOS DE UNION A CARBOHIDRATO
EN LA ACTIVIDAD DE LA A-AMILASA DE LACTOBACILLUS
AMYLOVORUS
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Palabras clave: a-amilasa, CBMs, almidén

Introduccion. La a-amilasa (LaAmyA) de Lactobacillus
amylovorus es una endoenzima que cataliza la hidrdlisis de
almidon, y esta compuesta por un dominio catalitico (LaDC) en
su extremo N-terminal, y un dominio de fijacion al almidon (DFA)
en su extremo C-terminal, el cual contiene 5 mddulos de unién
a carbohidrato (CBMs) idénticos y en tandem. Previamente, se
ha demostrado que el DFA le provee a la LaAmyA la habilidad
de adsorberse al granulo de almidén y la capacidad de
hidrolizarlo; asi, cuando el DFA se deleta de la amilasa, esta
pierde sus habilidades sobre el almidén insoluble (1). Asi
mismo, se ha demostrado que cada modulo del DFA es capaz
de adsorberse de manera independiente al almidén y que no
todos los CBMs se fijan al almidén simultaneamente,
proponiéndose un fendmeno de cooperatividad (2).

Sin embargo, no se conoce cudl es la funcion especifica de cada
CBM en la adsorcién e hidrdlisis del LaDC sobre el granulo de
almiddn. Debido a esto, se busca determinar el efecto que 0, 1,
3y 5 CBMs tienen sobre la capacidad hidrolitica y cinética de la
enzima.

Metodologia. Se construyeron y purificaron las proteinas con 1,
3y 5 CBMs unidos al LaDC (LaDC-CBMx1, LaDC- CBMx3, y
LaAmyA, respectivamente), y el LaDC (Fig. 1). Posteriormente,
se realizaron diversos ensayos de hidrdlisis de almidén de papa
soluble (Panreac) y almidén de maiz insoluble (Sigma) con
todas las enzimas previamente descritas, en buffer citrato-
fosfato 5 mM, pH 5.0, 63°C; se analizd el almidon residual
(método de yodo-yoduro) (3), y los productos generados
mediante el método del acido 3’-5- dinitrosalicilico (DNS) (4),
cromatografia en placa fina (TLC) (5), y HPLC. Finalmente, se
determinaron los parametros cinéticos (Vmax, Km, Keat, ¥ Kcat/Km).

Resultados. Se encontré que las enzimas LaDC-CBMx3 y
LaAmyA tienen una actividad especifica 3 veces mayor que las
enzimas LaDC y LaDC-CBMx1. Para la hidrdlisis de almidén, se
obtuvo el doble de produccién de azlcares reductores al
hidrolizar almidén soluble con LaDC-CBMx3 (0.9 mg/mL) y
LaAmyA (1.0 mg/mL), que al usar LaDC (0.4 mg/mL) y LaDC-
CBMx1 (0.5 mg/mL), y un aumento de mas de 5 veces al
hidrolizar almidén insoluble, usando LaDC- CBMx3 (0.5 mg/mL)
y LaAmyA (0.6 mg/mL), que al usar LaDC (0.05 mg/mL) y LaDC-
CBMx1 (0.2 mg/mL).

La presencia de 1 o mas CBMs no modifican el perfil de
productos de hidrélisis del almidon, sin embargo, si
aumentan la concentracion de estos. Finalmente, los

BioTecnologia, Afio 2021, Vol. 25 No. 4

LaAmyA y LaDC- CBMx3 tienen una eficiencia catalitica
significativamente mayor que LaDC-CBMx1 y LaDC (Fig. 2).
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Figura 1. Diagrama de las proteinas LaAmyA (105 kDa), LaDC-CBMx3
(90kDa), LaDC-CBMx1 (69 kDa) y LaDC (53 kDa).
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Figura 2. Graficas de los parametros cinéticos de las cuatro enzimas:
nimero de recambio (k.) y eficiencia catalitica (keat/Km)

Conclusiones. Un solo CBM es capaz de otorgarle al LaDC
la capacidad de adsorberse sobre el almidon insoluble e
hidrolizarlo, sin embargo, este tiene poco efecto sobre su
eficiencia catalitica, demostrando que se requieren por lo
menos 3 CBMs para hidrolizar eficientemente ambos tipos de
almidén, siendo asi el nimero de CBMs el principal factor
que afecta las propiedades cataliticas de la enzima.
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Introduccion. La a-amilasa es una enzima extracelular
gue cataliza las moléculas del almidén hidrolizando los
enlaces glucosidicos a-1,4 obteniendo glucosa,
maltosa, maltotriosa y dextrinas limite; estas enzimas
en su mayoria son obtenidas y producidas por bacterias
del género Bacillus, que comprenden el 60% del
mercado destacando las cepas como B. subtilis, B.
licheniformis y B. amyloliquefaciens. [1,2]

El objetivo es evaluar el efecto producido por la
inmovilizacién, determinando la actividad enzimatica de
la a-amilasa producida por B. licheniformis LBO5 en su
forma libre e inmovilizada.

Metodologia. La inmovilizacién de la enzima se realizé
mediante la técnica de atrapamiento en agar/agarosa.
Las perlas de gel agar/agarosa con la enzima atrapada
fueron suspendidas en 0.5 mL del buffer (buffer de
acetato de sodio 10 mM, pH 5.5) e incubadas en 0.5
mL, previamente esterilizados, de una solucién de
almidén soluble al 1.0%, la reaccién se detuvo y se
analiz6 mediante el método DNS [3]. La actividad
enzimética se determind a diferentes valores de pH y
temperatura, usando buffer Tris-HCI para pH 2 y 3,
buffer acetato de sodio a 0.1M para pH 4y 5y Glicina-
HCI para el pH®6; el rango de temperatura que utilizé
este proceso fue de los 30°C hasta los 95°C. Se
comparé la actividad enzimatica en su forma
inmovilizada utilizando la misma temperatura en la que
se obtuvo una mayor actividad en su forma libre, a 65
°C por 30 min.

Resultados. La enzima libre tuvo una mayor actividad
de trabajo a pH 2 y a una temperatura de 65°C dando
como resultado 2,340.3 + 12.6 U mg! pero conforme
aumenta el pH en este mismo parametro de
temperatura su actividad disminuye como se muestra
en la figura 1, por el contrario, al utilizar la técnica de
inmovilizacidn, la actividad enzimética fue menor a pH
2 e incrementando su actividad oOptima pH mas
alcalinos como se muestra en la tabla 1.

BioTecnologia, Afio 2021, Vol. 25 No. 4
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Fig. 1. Efectos producidos por la enzima a-amilasa a diferentes
temperaturas y niveles de pH.

pH Actividad Especifica (U/mg)
2.0 91.3+0.51

3.0 202.4 £ 0.42

4.0 866.2 + 0.17

5.0 1183.5+ 0.34

6.0 1481.8 £ 0.23

Tabla 1. Actividad especifica reportada tras la inmovilizacion de la enzima
a-amilasa obtenida.

Conclusiones. El proceso de inmovilizacion desplazo la
actividad 6ptima de la enzima a niveles mas alcalinos de pH.
Este comportamiento puede ser clave para la degradacién
del almidén en procesos industriales para la hidrdlisis de
diversos residuos agroindustriales.
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Introduccion. La proteina verde fluorescente (GFP) de
Aequorea victoria, fue reportada por primeravez en 1979(1).
Desde entonces, se ha utilizado ampliamente como
marcadora de genes (2). Sin embargo, para poder
confirmar su presencia es necesario en un tiempo
prolongado el uso de un revelador basado en luz
ultravioleta. Esto puede provocar dafios en el ADN,
organelos, células o tejidos (3). Asi mismo los procesos de
ingenieria genética para expresar una variedad de
proteinas fluorescentes son laboriosos y costos.

Objetivo: Expresion de variantes de la GFP mediante
mutagénesis sitio dirigida que puedan ser visualizadas con
mayor intensidad y menor tiempo de exposicion a laluz UV.

Metodologia. Se realizé la transformacién de GFPuv enla
proteina azul fluorescente (BFP) seguido de Ia
transformacion de la BFP en la proteina verde fluorescente
mejorada (EGFP). Ambas obtenidas mediante mutagénesis
dirigida para sustituir los nucleétidos codificantes (Tabla 1).

Tabla 1. Codones de los aminoacidos del croméforo en lasproteinas
fluorescentes.

64 65 66
F S Y
GFPuv
t t c T c t t a t
L S H
BFP
t t g T c c c a t
L T Y
EGFP

Los plasmidos pBAD-GFPuv y pBFP fueron publicados
mediante el kit ZymoPURE Plamsid Miniprep seguido de una
PCR mutagénica utilizando la ADN polimerasa Phusion de
alta fidelidad, donde se cambiaron los codones en ambos
experimentos y se insertaron extremos y se insertaron
externos homologos de 27pb (4).

La transformacion se llevoé a cabo en la cepa DH5a de E. coli,
este proceso se realizd bajo condiciones estandarizadas de
transformacion por choque térmico con bacterias competentes

BioTecnologia, Afio 2021, Vol. 25 No. 4

generadas en cloruro de calcio, reposadas por dos horas,
cultivadas e incubadas 37°C por 24 horas.

Resultados. Para la seleccion de las mutantes que
expresan la BFP se utiliz6 una fuente de luz UV de 390 nm
y en el caso de la EGFP se realiz6 sin ayuda de un revelador
debido a quelas mutantes tenian una coloracion verdosa. En
la Figura 1, podemos observar las diferencias en cuanto a la
fluorescenciapor excitacion luz UV de las proteinas.

Fig. 1. Visualizacién de las bacterias fluorescentes en E. coli DH5a bajo laluz
UV. (A) Expresion de la GFPuv, (B) la BFP y (C) la EGFP.

Tanto la GFP como BFP emiten fluorescencia al ser excitada
con una luz ultravioleta, no obstante la EGFP tiene la capacidad
de ser excitada por dos diferentes longitudes de onda: la luz
UV (390 nm) y la luz azul (488 nm).

Conclusiones. La PCR mutagénica acoplada a RHIV nos
permite expresar proteinas fluorescentes de una variedad de
colores a partir del gen de la GFP. Una ventaja al ocupar
estasproteinas fluorescentes como marcadores de genes es
la versatilidad por la excitacion mediante diferentes
longitudes deondas.
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Introduccion. Las pectinasas son un conjunto de enzimas
hidroliticas altamente demandas en la industria alimentaria
en la extraccion y clarificacion de jugos. La mayor
produccién de pectinasas comerciales se lleva a cabo por
hongos filamentosos. La inmovilizacion enzimética en
nanoparticulas magnéticas (core-shell) proporciona mayor
estabilidad, facil recuperacion y reusabilidad?®. El objetivo de
este trabajo es producir e inmovilizar pectinasas a partir de
Penicillium sp. utilizando agro residuos como cosustratos
para la industria de alimentos.

Metodologia. La producciéon enzimatica se realizé a partir
de Penicillium sp., por fermentacion sumergida utilizando
cascara de limén como cosustrato?. El extracto se purificd
por ultrafiltracién con membrana (<50 kDa). Los pardmetros
cinéticos se determinaron por modelo de Michaelis-Menten3.
Se determiné el peso molecular por SDS-PAGE. Las
pectinasas se inmovilizaron en nanoparticulas FesO4@SiO2
aminadasy utilizando glutaraldehido como enlacecovalente.
Se optimizaron las condiciones de produccion y de reaccion
enzimética libre e inmovilizada por DCC.

Resultados. Se observd una diferencia del 45% entre la
actividad enzimaética con cascara de limén como cosustrato
(350 U/mL) y el medio control (190 U/mL). Posterior a la
ultrafiltracién del extracto enzimatico por membrana se
obtuvo un rendimiento del 62.15% vy la fraccion <50 kDa
presentd una actividad total de 43,352.26 U.

Tabla 1. Parametros cinéticos de la fraccion enzimatica <50 kDamediante
modelo Michaelis Menten, R20.999.

ENZIMA Vmax km R2
Pectinasas* 0.00507 £ 0.627 £0.206 0.977
5.15%
E. enzimatico 11.06 £1.23 0.777+0.25 0.976
crudo
E. ultrafiltrado 2.578+0.024 0.115+0.010 0.999
(<50 kDa)

*A. niger (Sigma Aldrich)

El extracto pectinolitico ultrafiltrado present6 fracciones
proteicas en 20, 30 y 50 kDa de acuerdo con el andlisis
por SDS-PAGE.

BioTecnologia, Afio 2021, Vol. 25 No. 4

Se observé un incremento en la actividad enzimatica (U)

con respecto al aumento de la concentracion de pectinasa
inicial, alcanzando la méaxima actividad retenida (183.62 U)
a una concentracion enzimatica de 1.0 % v/v; reteniendo el
80% de la actividad inicial.

ymi

Actrwciad Enzaminea

Fig. 1. Superficie de respuesta de las condiciones de
reaccion enzimatica a) libre e b) inmovilizada.

Conclusiones. Se logrdé producir enzimas pectinasas a
partir de Penicilium sp., utilizando cosustratos
agroindustriales  optimizando las condiciones de
produccién en fermentacion sumergida. Lainmovilizacion
en nanoparticulas magnéticas (core- shell) permitié mayor
estabilidad enzimatica encondiciones acidas (pH 4.5) y 10°
C mas que laenzima libre.
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realizacién de este proyecto.

Bibliografia.

Ahmed, I. et al. Bioprocessing of citrus waste peel for induced pectinase
production by Aspergillus niger; its purification and characterization. J. Radiat. Res.
Appl. Sci. 9, 148-154 (2016).

Miller, G. L. Use of Dinitrosalicylic Acid Reagent for Determination of
Reducing Sugar. Anal. Chem. 31, 426-428 (1959).

Mahmoodi, M., Najafpour, G. D. & Mohammadi, M. Production of pectinases
for quality apple juice through fermentation of orange pomace. J. Food Sci.
Technol. 54, 4123-4128 (2017).

41


mailto:alcione.garciagn@uanl.edu.mx

L
/_7\\\ .
: \Q@ XIX Congreso Nacional de Biotecnologia y Bioingenieria

Memorias Area ll
DEGRADACION DE ACIDO POLILACTICO POR CUTINASAS
RECOMBINANTES DE Aspergillus nidulans
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Palabras clave: Cutinasas, Proteinasa K, acido polilactico, degradacion, acido lactico

Introduccion. Los polimeros plasticos sintéticos se
han convertido en un problema grave debido a que Liberacién de é-cidolactico con cutinas.as recombinantes y
~ . proteinasa K, PLLA polvo tamiz 20, 37°C

tardan afios en degradarse. Los polimeros

biodegradables como el &cido polilactico (PLA) se han
propuesto como una alternativa. El grupo de trabajo
demostré la degradacién de &cido polilactico por 3
cutinasas recombinantes de A. nidulans (1,2), yen la
literatura se reporta proteinasa K de Engyodontium
album (3). El perfil de degradacion delas cutinasas
recombinantes frente a su sustrato natural (la cutina)

~

e
S

—8—ANCUT1

—8—ANCUT2

i

ANCUT3

Acido lactico (mM)

i
=]

Proteinasa K

(4) sugiere una posible sinergia entre estas, por lo que ) /

7 . — e —
se evaluara el uso de una mezcla de cutinasas y la ' % 10 - 200 o »
modificacion de condiciones de reaccién para mejorar Tiempo de reaccian (h)

la degradacion de PLA, buscando una mayor
liberacion de su mondmero, el 4cido lactico.
Metodologia. Se realiz6 la expresion de cutinasas Fig. 2 Concentracion de acido lactico liberado por la degradacion de PLA
recombinantes ANCUT1,2,3 de Aspergillus nidulans en (tamiz 20) por cutinasas y proteinasa K (1%).
Pichia pastoris (Easyselect, Invitrogen). Se evalud la
actividad esterasa en zimograma utilizando a- naftilo

como sustrato. Se procedi6 a hacer pruebas de Los resultados muestran que la cutinasa recombinante
degradacion en acido polilactico (lamina y molido- ANCUT1 libera una cantidad mayor deécido lactico por
tamizado) usando las 3 cutinasas y la proteinasa K. El la degradaciéon de PLA, seguido de la proteinasa K. El
acido lactico liberado se cuantific6 mediante un kit uso de PLA molido y tamizado mejora la degradacion, y
colorimétrico (Lactate assay kit, Sigma-Aldrich). se alcanz6 una mayor cantidad en menor tiempo para

ANCUTL.

Resultados.
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de PLA (ldmina) por cutinasas y proteinasa K (1%).
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USO DE DISOLVENTES EUTECTICOS Y CUTINASAS EN LA REACCION
DE DEGRADACION DE PET

Jiménez Segura Valeria, Arturo Navarro y Farrés Amelia. Universidad Nacional Autonoma
de México, Facultad de Quimica, Departamento de Alimentos y Biotecnologia, Avenida
Universidad, 300, México,ciudad de México0510.
amelia.farres@gmail.com

Palabras clave:Cutinasa, DES, degradacion

Introduccion. La problematica del uso excesivo del PET
y el deshecho incorrecto de este ha llevado a
contaminacion. Se han buscado alternativas para
reciclarlo por medio de la biotecnologia. La
biodegradacion de PET con cutinasas es una alternativa
para esto, sin embargo, la investigacion aln esta en
desarrollo. Se ha observado que la modificacion del
medio y de las condiciones de reaccion mejora los
tiempos de degradacion del PET. Se espera que,
conjuntando el proceso enzimatico y la adicion de
mezclas eutécticas, habra biodegradacion de PET
esperando una reaccion eficiente.

Metodologia. Se realizd la expresion de las enzimas
ANCUT1, ANCUT2 y ANCUT3 de Aspergillus nidulans en
Pichia pastoris (Easyselect manual, Invitrogen) Se evalud
la actividad esterasa en zimograma utilizando a-naftilo
como sustrato, este también para realizar pruebas de
estabilidad de las Cutinasas en 3 mezclas eutécticas
ChCIL.E:H20, ChCI:G:H20 y ChCI.EG:H20 a

temperaturas de 50 y 55°C. El grado de degradacion de
PET se determin6 por cromatografia en capa fina usando
como estandares TPA, BHET y DMT.

Resultados.

)
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Gréfico 1. Estabilidad térmica relativa de Ancutl, Ancut2 y Ancut3 con
diferentes DES empleados en diferentes porcentajes (ChCl:G:H20,
ChCI:E:H20, ChCl:U:H20) a 55°C.
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Degradacion de PET. Condiciones 3 semanas, se
agrego6 enzima a los 12 dias, 50 °C, agitacion 50 rpm, 10
mg de PET.

TPABHET DMT

TPABHETOMT 8 E G U 8 EG U

l u ‘
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Fig. 1. Productos de degradacion obtenidos de la reaccion de
degradacion de PET con mezclas eutéctica B: buffer Tris-HCI 50mM

pHY, G: DES ChCl:G:H20, E DES ChCl:E:H,0 y U: DES ChCI:E:H,0.

El uso de mezclas eutécticas con enzimas aumenta la
actividad y estabilidad de las cutinasas ANCUTL,
ANCUT2 Y ANCUT3, ademéas de verse favorecida la
degradacion de PET para la obtencion de posibles
oligbmeros, TPA y BHET.
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IDENTIFICACION DE LOS DOMINIOS ACTIVOS DE LA MURAMIDASA
TRANSMEMBRANAL DE Pediococcus acidilactici ATCC 8042

Vianey Anahi Salas-Villagran y Amelia Farrés. Universidad Nacional Autbnoma de México,
Departamento de Alimentos y Biotecnologia, Laboratorio 312, Facultad de Quimica,
Ciudad de México, C.P. 04510.
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Palabras clave: Peptidoglucano, muramidasa, acoplamiento molecular

Introduccion. Las peptidoglucano hidrolasas son
enzimas responsables de hidrolizar el peptidoglucano de
las bacterias. Estan organizados en un dominio
enzimaticamente activo, responsable de la hidrdlisis y en
un dominio de unién a carbohidratos. Previamente, el
grupo de trabajo identific6 una hidrolasa de
peptidoglucano de 110 kDa producida por Pediococcus
acidilactici ATCC 8042 (1). Sin embargo, se identifico
solo como un transportador de tipo ABC, ademas de no
tener ningiin dominio reportado como antimicrobiano y
ninguna secuencia de proteina homdloga a las N-
acetiimuramidasas en las bases de datos. La proteina se
clono y expresé para estudiar su actividad, se observé la
degradacion de la proteina en fragmentos de bajo peso
molecular. No obstante, su actividad litica no se vio
afectada, lo que sugiere que solo un dominio de la
proteina fue responsable de la actividad litica. Por lo
tanto, con ayuda de diversos programas
computacionales se predijo un modelo de la estructura
de la proteina en la membrana (2).

El objetivo de este trabajo es determinar qué dominio de
la enzima es el responsable de la actividad
antimicrobiana, clonando y expresando cada uno deellos
de forma independiente, asi como comprender la
relacion entre su funcion y estructura proteica.

Metodologia. Con base en la prediccion estructural de
la proteina en la membrana obtenida previamente, se
seleccionaron tres regiones y cada una se clond y
expres6 de manera independiente. Por otro lado, la
prediccion de cada una de sus estructuras 3D se realizd
mediante modelado ab initio, asi como la prediccion de
la union del sustrato utilizando la herramienta de
acoplamiento molecular Autodock Vina.

Resultados. Se obtuvo la proteina recombinante decada
una de las regiones y se evalud su actividad litica en
zimograma frente a células liofiizadas de M.
lysodeikticus, observando actividad en Unicamente una
de las regiones (regién 1) en un peso de
aproximadamente 30 kDa, con actividad sustrato-

especifico de N-acetilmuramidasa  (Fig. 1).°
Posteriormente se obtuvieron los modelos 3D de las tres*®

regiones, los cuales fueron utilizados para realizar el
acoplamiento molecular usando como sustrato una
molécula homdloga del peptidoglucano de las bacterias y

BioTecnologia, Afio 2021, Vol. 25 No. 4

el modelo correspondiente a la region Il fue el que mostré
tener la menor energia de afinidad en el acoplamiento
molecular, lo que indicaria una mayor interaccién con el
sustrato (Fig. 2).

Actividad especifica de N-acetilmuramidasa

U/mL

Fig. 1. Evaluacién de la actividad sustrato-especifico de laproteina de
membrana de 110-kDa

>

Fig. 2. Acoplamiento molecular con menor energia deafinidad y ligando.

Conclusiones. Estos resultados sugieren que el fragmento
correspondiente a la regidn |l contiene el sitio catalitico de la
proteina de membrana de 110 kDa, con actividad de
muramidasa confirmada, siendo el primer transportador de tipo
ABC reportado con actividadpeptidoglucano hidrolasa, incluso
sin tener algunasecuencia consenso correspondiente a las
peptidoglucano hidrolasas.
Agradecimientos.
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IDENTIFICACION DE LA ZONA MINIMA FUNCIONAL DE LA REGION DE
TRANSICION RESPONSABLE EN LA ACTIVIDAD TRANSFERASA Y
PROCESIVIDAD DE LALEVANSACARASA LEVS DE Leuconostoc mesenteroides
Maura Jennifer Martinez Morales, Flor de Maria Garcia Paz, Clarita Olvera Carranza, Instituto de

Biotecnologia,Departamento de Ingenieria Celular y Biocatalisis, UNAM, Cuernavaca, 62210.
maura.martinez@ibt.unam.mx

Palabras clave: Levansacarasa, termoestabilidad, transferencia

Introduccioén. Las levansacarasas son enzimas que
utilizan sacarosa como sustrato para llevar a cabo la
sintesis de un polimero de fructosas unido mediante un
enlace 3-2,6, denominado levana. Este polimero tiene
amplias aplicaciones en la industria de alimentos y
medicina (1). Las levansacarasas pertenecen a la familia
GH68 de las glicosilhidrolasas, y pueden presentar
arquitecturas  unidominio o  multidominio. La
levansacarasa LevS de Leuconostoc mesenteroides es
una levansacarasa multidominio que cuenta con tres
dominios: dominio N-terminal, dominio catalitico y
dominio C-terminal. Resultados obtenidos previamente
demuestran que entre el dominio catalitico y el C-terminal
de esta enzima existe una zona involucrada en la
actividad transferasa y procesividad, la cual fue
denominada regién de transicién (Tn) (2). Sin embargo,
hasta el momento se desconoce si se requiere la
secuencia total de la Tn para mantener la funcionalidad
de la enzima.

Delimitar la regién minima funcional presente en la region
de transicion en la levansacarasa LevS, que participa en
la actividad transferasa y procesividad.

Metodologia. Se realiz6é un analisis in silico de la region
de transicion y a partir de él, se llevé acabo el disefio y
construccion de dos versiones truncadas. Las enzimas
se purificaron por cromatografia de intercambio i6nico y
se llevé a cabo su caracterizacién bioquimica en la cual
se determiné pH, temperatura Optima y estabilidad.
Ademas, se analiz6 su actividad y perfil de productos.
Los productos se analizaron y cuantificaron por TLC,
HPAE-PAD y HPLC-SEC.

Resultados. A partir de los analisis in silico se encontrd
que la Tn presenta un plegamiento tipo solenoide, en el
cual se identificaron 4 posibles bolsillos hidrofébicos
(pCBMs). De acuerdo a estos hallazgos se disefiaron y
construyeron 2 versiones truncadas a las que se les
elimind gradualmente los pCBMs (Fig.1).

N-Terminal Dominio Catalitico Region de transicién

SN B RIS

ANB5C T SRETREE

Levs N70 Tn77 SrEerpEREeReressse| B B

TIaa

LevS N70 Cat TR

Fig. 1. Arquitectura de las versiones truncadas
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La caracterizacién bioquimica de estas versiones truncadas
demostré que los bolsillos 11l y IV no participande manera
relevante en las propiedades enzimaticas. Mientras que, los
bolsilos | y Il son importantes para mantener la
termoestabilidad. Asimismo, los pCBMs | y Il participan en la
velocidad de reaccion favoreciendo el consumo de sustrato a
travées del tiempo. En cuanto a la relacion hidrolisis-
transferencia, se encontré que los pCBMs Ill y IV no estan
involucradas en esta especificidad, mientras que, los pCBMs
I y Il participan fuertemente en la actividad transferasa.
Ademas, seencontrd que todas las enzimas fueron capaces
de sintetizar fructooligosacaridos y polimero de alto peso
molecular (PAPM). Sin embargo, si se observé que los
pCBMs |y Il estan involucrados en la sintesis de PAPM (tabla
1), ya que al eliminarlos se ve afectado en un 50% la
produccion del polimero.

Tabla 1. Andlisis de actividad hidrolitica y polimeros sintetizados por
AN85C y versiones truncadas.

Enzima % PAPM PBPM T1/2
Hidrélisis % % (horas)
AN85C 16 +0.8 73.12 + 10.87 >7
0.69 +0.28 2
LevS 11+0.5 72.05 % 16.94 >7
N70 1.23 + 2
™n77 0.53
LevS 41.5+0.51 36.76 + 21.73 4
N70 0.31 +0.59
Cat

Conclusiones. Se encontré que la regiéon minima funcional
de la regién de transicion corresponde a los primeros 77
residuos, en los cuales se encuentran ubicados los pCBMs |
y Il. Se propone que esta zona minima esta involucrada en
favorecer interacciones queincrementan la afinidad de la
enzima por las moléculas aceptoras (4), lo que se traduce en
un aumento en la actividad transferasa y sintesis de PAPM.
Agradecimiento. A la Universidad Nacional Auténoma de
México por el financiamiento del programa DGAPA- PAPIIT
a través del proyecto IN216120.
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PRODUCCION DE w-AMINOTRANSFERASA A PARTIR
DE Fusarium Oxysporum
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Palabras clave: Aminotransferasa, quiral, Fusarium Oxysporum

Introduccion. Las transferasas son las enzimas que
catalizan aquellas reacciones celulares donde un grupo de
atomos se transfieren de un sustrato a otro. La importancia
de la biosintesis de aminoacidos y aminas con actividad
Optica ha crecido en los Ultimos veinte afios porque aminas
quirales se utilizan como productos farmacéuticos
intermedios y finales [Martin et al., 2007], y en sintesis
asimétrica y la resolucion de quimicos [Martin et al., 2007].
Las aminotransferasas intervienen en la sintesis de
compuestos con actividad Optica. La sintesis asimétrica ha
adquirido una gran importancia; esta incluye métodos
enzimaticos, estereoquimicos y también cataliticos [Gerlach
et al, 2005]. En Ila preparacion de aminas
enantioméricamente puras la importancia de las
waminotransferasas estd aumentando debido a su
enantioselectividad [Koszelewski et al., 2010]. Metodologia.
La produccién de Fusarium oxysporum fue en 500mL que
contenia 0.5 g de urea, 0.5 g de fosfato de potasio, 5.0 g de
azlcar. La biomasa fue obtenida por filtracion en vacio con
filtro Whatman de 150mm, obteniendo un rendimiento de
1.55¢g/500mL. Dado que la enzima de nuestro interés esta
en el interior de la célula, se prosiguidé a un rompimiento de
pared celular del Fusarium oxysporum, se utilizd nitrégeno
liquido. Se pusieron en contacto 1.2g de células libres en un
mortero en la campana de flujo laminar, se cubrieron con
nitrégeno liquido utilizando todas las medidas necesarias
para su uso, se evaporo el nitrégeno y se cristalizaron las
células, después se molieron bien en el mortero para
después ponerse en contacto con la reaccion de
transaminacion en las condiciones necesarias, para
después ser analizadas por HPLC.

Resultados. En la Figura 1 se muestra el gel de agarosa al
1.0% mostrando los resultados de la prueba de PCR para la
deteccién de hongos, dando positivo para el hongo tipo
Fusarium oxysporum.

Ay Jjp A3 (T wc
12 34 cami
1 MPS 1Kb
1 552-Hongo
2 Control (+)
3 Fusanumoxysporum
4 Control (-)

Fig. 1. Prueba de PCR para la deteccion de hongos.
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La actividad de R-AT se midié directamente con la
velocidad inicial de la generacién de la acetofenona
(Figura 2), la cual se obtuvo a los 19.8 minutos por HPLC,
dando una velocidad de produccién de 0.301uM/min, en
sus condiciones Optimas de 32.5°C y pH de 6.28.

c 0.05
o & W
S 5 _ y = 3.01E-04x + 2.55E-02
E3 2 o R2=9.]0E-01
[=]
S 8= 0 20 40 60
=]
o < tiempo (min)

Fig. 2. Velocidad de produccion de Acetofenona a 32.5°C y pH de 6.28.

Conclusiones. Se purifico una enzima aminotransferasa
con actividad estereoselectiva; con la cual fue posible
convertir RMBA a acetofenona. La estereoselectividad de
w-AT fue con R-AT ya que fue donde se mostré actividad.
La R-AT detectada present6 la mayor actividad a 32.5°C
y pH de 6.28; esas condiciones se obtuvo una velocidad
de reaccién de 0.301puM/min.
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EN Colletotrichum lindemuthianum
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Introduccion. Colletotrichum lindemuthianum es
hongo patégeno de Phaseolus vulgaris que presenta
una gran diversidad de patotipos con diferente grado
de virulencia (1). Los hongos fitopatégenos al
enfrentarse con la pared celular vegetal, para
despolimerizarla, secretan un arsenal de enzimas
hidroliticas (2), entre las que se encuentran la
Celobiohidrolasa 1l (CBHII) (EC 3.2.1.91), que
participa en la degradacién de la celulosa actuando
sobre los extremos no reductores (3).

El objetivo de este trabajo fue analizar los perfiles de
transcripcion del gen cbhll en un patotipo patégeno
(1472) y uno no patdégeno (0) de C. lindemuthianum.

Metodologia. Se realiz6 extraccion de ARN total por
el método de TRIzal (Invitrogen) de micelio de ambos
patotipos previamente inducido en medio Mathur
modificado suplementado con 2.5% de pared celular
de P. vulgaris (cv. Flor de Mayo), celulosa o glucosa
como Unica fuente de carbono y con diferentes
tiempos de incubacién (0, 4, 6, 12 y 48 horas y 3, 5,
7y 9 dias) (4). Se realizé sintesis de ANDc siguiendo
las instrucciones del kit SuperScrip Il RT (Invitrogen).
Se realizaron ensayos de qPCR, usando el kit de
RadiantTMGreen (2X) gPCR Mix Hi-Rox (1X) (Alkali
Scientific) y el sistemade PCR StepOne Real-Time
(Applied Biosystems). La cuantificacién relativa de la
expresion génica se realizé mediante el método de CT
comparativo (AACT) (5) y los datos se obtuvieron por
triplicado en dos eventos independientes. Se realizé
analisis de varianza (ANOVA). Los resultados se
reportaron como las medias con errores estandar
(SE). Los valores de P<0.05 se consideraron
significativos.

Resultados. El patotipo 1472 presentd mayores
nivelesde transcrito de cbhll que el patotipo 0. El
patotipo 1472presenté dos picos de expresion relativa
(6 hy 3 dias) encultivo con celulosa. En contraste, el
patotipo 0 mostré incremento de expresion hasta los
3 dias. Cuando se utilizo pared celular de frijol como
fuente de carbono, el patotipo 1472 mostré un
incremento méximo de expresion alos 7 dias, que fue
el mayor nivel de transcrito detectado en el andlisis,
mientras que para el patotipo 0, los niveles de
expresion apenas sobrepasaron a los basales
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detectados con glucosa (fig. 1).
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Fig. 1. Expresion relativa del gen cbhllen la raza 1472 y raza 0 de C.
lindemuthianum. A celulosay B pared celular vegetal. Las barras
muestran lamedia de los valores por triplicado

Conclusiones. El patotipo patégeno presenté mayor
nivel de expresion de cbhll en casi todos los tiempos en
ambas fuentes de carbono, comparado con el patotipo no
patégeno. ElI mayor nivel de expresién del patégeno se
obtuvo en la fuente de carbono mas compleja que esla
pared celular vegetal.
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SECRECION DIFERENCIAL DE HEMICELULASAS EN DOS
PATOTIPOS DE Colletotrichum Lindemuthianum
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Introduccion. Colletotrichum lindemuthianum es el
agente causal de la antracnosis en la planta del frijol
comin (Phaseolus vulgaris)!. Presenta una gran
variedad de patotipos entre los cuales se encuentran el
patotipo patégeno 1472 y el patotipo no patégeno 02. C.
lindemuthianum es un hongo hemibiotréfico que secreta
un complejo de enzimas hidroliticas para degradar la
pared celular vegetal (PCV)3. La degradaciéon de la
hemicelulosa de la PCV requiere de la accion coordinada
de enzimas hidroliticas entre las que se encuentran
endoxilanasas, B-xilosidasas y o-L-
arabinofuranosidasas®. Por otro lado, la degradacién de
celulosa implica una accion secuencial de un grupo de
enzimas, llamadas celulasas (endoglucanasas,
exoglucanasas, celobiohidrolasas y B-glucosidasas)®.

Objetivo:  Medir la actividad extracelular de
hemicelulasas y celulasas de dos patotipos de C.
lindemuthianum en cultivo con hipocotilos de frijol y ejote.

Metodologia. Se utilizaron los patotipos 1472 y 0 de C.
lindemuthianum. Se analiz6 la actividad enzimética en
cultivos con medio minimo Mathur modificado
suplementado con hipocotilos de frijol (molido) y ejote
(molido) en cinéticas de incubacion de 1 a 12 dias, 14 y
16 dias; para medir la actividad enzimatica se utiliz6 el
medio extracelular, buffer de acetato de sodio 50mM
pH 5.0 y los sustratos 4MU-arabinofuranésido, 4MU-
xilopiranésido, 4MU-celobiosido para determinacion de
fluorescencia y azul brillante de Remazol con xilanapara
determinacion colorimétrica.

Resultados. El analisis de la actividad enzimatica en
cultivos suplementados con hipocotilos de frijol (Fig.1)
mostré mayor actividad de arabinofuranosidasas y
xilanasas en los primeros dias de induccién en ambos
patotipos de C. lindemuthianum. Sin embargo, elpatotipo
no patégeno (0) mostr6 mayor actividad
arabinofuranosidasa que el patotipo patégeno (1472) en
cultivos suplementados con ejote (Fig.2). En contraste,
ambos hongos mostraron baja actividad de
celobiohidrolasas con cualquiera de los sustratos
empleados en el andlisis.
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Fig. 1. Actividad enzimética de patotipo 1472%) y el patotipo 0 () d® C.
lindemuthianum en cultivo con hipocotilos de frijol. 1) a.-L-
arabinofuranosidasa, 2) celobiohidrolasa, 3) B-xilosidasa y 4) endoxilanasa. El
simbolo (*) indica la diferencia estadistica significativa (P<0.05) entre patotipos.

Fig. 2. Actividad enzimatica del patotipo 1472 (9 y el patotipo O ( ) de C.
lindemuthianum en cultivo con ejote. 1) a-L-arabinofuranosidasa, 2)
celobiohidrolasa, 3) B-xilosidasa y 4) endoxilanasa. El simbolo (*) indica la
diferencia estadistica significativa (P<0.05) entre patotipos.

Conclusiones. C. lindemuthianum presenta una secrecién
diferencial de hemicelulasas que depende del estilo de vida
del hongo y del tipo de tejido del huésped. Destaca la alta
actividad de arabinofuranosidasa secretada por el patotipo 0
en cultivo con ejote, en contraste con el patotipo 1472.
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Cientifica de la UMSNH (Proyecto 2020, 2021 a HCC) y a
CONACYT (Proyecto 2019-2022 a MGZP y becas a KMDT y
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Introduccién. En los Ultimos afios, la demanda en la
industria tequilera y azucarera se han incrementado y con
ello la generacion de residuos lignocelulésicos. Los cuales
son dificil de tratar debido a la presencia de lignina (parte
no polisacérida). Las b-eterasas son enzimas que tienen la
capacidad de romper el enlace B-O-4 aril - eter que
representa aproximadamente del 45-60% de los enlaces
presentes en la lignina. La aplicacion de biocatalisis para la
despolimerizacion de lignina no genera radicales libres
inestables durante la reaccion (como los procesos quimicos
convencionales), lo cual facilita su hidrolisis para su
posterior aprovechamiento en la obtencién de
monoligninas (vainillina, guayacol, catecol, etc.) de alto
valor agregado [1-3]. El estudio de estas enzimas es casi
nulo, por lo que el objetivo de esta investigacion fué disefiar
un método espectrofotométrico para el cribado de
microorganismos con actividad B-eterasa.

Metodologia. Se sintetiz6 el sustrato 1-(4-hidroxi-
3metoxifenil)-2-(4-nitrofenoxi)-etan-1-ona (PNP-GE) por
reaccion de sustitucion nucledfilica. se cloné el gen LigF de
la cepa Sphingobium sp. SYK-6 en E.coli BL21 utilizando el
vector de expresion pET28a en los sitios de restriccién Ndel
y BamHI. Para el desarrollo del método se probaron los
solventes dimetilsulfoxido y acetonitrilo en proporciones de
3.3%, 5%y 10% y detergentes (CTAB, Tritonx100, NaTDC)
a concentraciones <CMC, CMC y >CMC. Asi mismo se
evaluaron diferentes gomas (Albumina BSA, goma arabica
CA y carboximetilcelulosa CMC) al 0.5%, 1% y 2% de
concentracion. Se determind la linealidad y repetibilidad del
método en las mejores condiciones.

Resultados. Para la validacién del método se eligieron las

condiciones con mayor actividad: pH de 8 con 3.3% de

acetonitrilo como co-solvente y CMC a 05 % de

concentracion, esta Ultima se selecciond de 0.5%, ya que

no existe diferencia significativa entre la concentracion de

0.5% y 1% y la solucién presenta mayor viscosidad a mayor

concentracion de emulsificante (Figura 1). Por otro lado, los

detergentes evaluados no favorecieron la actividad

enzimatica, por lo que se descarta su uso en la validacion

del método. La figura 2 (a la izquierda) muestra una

fotografia de la reaccién enzimética de la clona LigF en

presencia del sustrato cromogénico PNP-GE (pozo 7 y 8,

blancos y del 9-12, reaccion enzimatica) y las cinéticas

tipicas de concentracion de enzima sobre el sustrato

(derecha) a concentraciones de 0.69 mg/mL, 0.138

mg/mL, 0.27 mg/Ml'y 0.552 mg/mL de enzima pura.
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Fig. 1. Velocidad enzimética a diferetes pH y concentraciones de co-solvente
(izquierda) y velocidad enzimatica de enzima purificada (clona de la cepa
Sphingobium sp. SYK-6) en diferentes concentraciones y emulsificantes.
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Fig. 2. Fotografia de la reaccion catalizada por LigF en el sustrato cromogénico PNP-
GE. Los pocillos 7 y 8 corresponden a los blancos de la reaccidn; los pocillos 9-12
corresponden a la reaccién enzimatica (izquierda) ycinéticas tipicas a diferentes

concentraciones de enzima sobre el sustrato (derecha).

Conclusiones. Las mejores condiciones del método para el
cribado de microorganismo fueron pH de 8, co-solvente al 3.3%,
0.5% de CMC, a una concentracion de sustrato cromogénico
de PNP-GE 15 mM, asi mismo, este método permitira
identificar microorganismos con actividad b-eterasa para
aplicacion en la biorrefineria de lignina.
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antigenos, lo cual se tendria que descartar en ensayos en animales de
laboratorio o disefiar una quimera que no inhiba la catepsina L.

Introduccion. Trypanosoma cruzi quién causa la
enfermedad de Chagas, es uno de los parasitos mas lacerantes
en términos de salud e impactos sociales, porlo que es
necesario buscar farmacos mas eficaces y seguros, explorando
nuevas moléculas y tratamientos alternativos como vacunas
terapéuticas.

La proteina de superficie TSA-1 es viable para el desarrollo de
una vacuna terapéutica contra la enfermedad de Chagas (1),
pero se produce recombinantemente en agregados insolubles.
Una alternativa es la generacion de proteinas quiméricasmulti-
epitopo de TSA-1 que se expresen en forma soluble. La

120 140
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o 05 1 2 4 6

Concentracion pM

chagasina es una proteina de T. cruzi que inhibe a la catepsina

L de humano (h-Cat L) y se expresade forma soluble en E. coli.

Su estructura 3D permite el anclaje de secuencias exégenas en o - oumence| | S
O E64

los lazos L4 y L6. Después de un analisis in silico de Quimeras
(Q) de la chagasina donde se insertaron secuencias de los
epitopos de TSA-1 (E1, E2, E3, E4 y E5) en los lazos L4y L6,
se expresaron en E. coli en forma soluble de las proteinas 2 »
quiméricas Q4 (E5-E1), Q8 (E5-E2) y Q45 (E1/E2 -E5), esta
Gltima con dos epitopos en el lazo L4y solo 50% soluble (2,
3).

El objetivo del trabajo fue analizar la inhibicion de la actividad
enzimatica de la catepsina L por las quimeras recombinantes
Q4, Q8 y Q45.

Metodologia. Se realizd la expresion de las proteinas
recombinantes (chagasina, Q4, Q8 y Q45) en células de

E. coli SoluBL21 y la purificacién mediante cromatografiade
afinidad a niquel. La actividad inhibitoria de cada proteina
purificada fue analizada usando la enzima h-CatL, y el
substrato especifico para catepsina L, Z-Phe-Arg-MCA (Z-
Phe-Arg-7-amido-4-methylcoumarin). La chagasina se utilizé
en concentraciones crecientes (0, 0.005, 0.01, 0.02, 0.1y 0.2
M), asi como para las quimeras Q4, Q8 y Q45 (0,0.5,1, 2,4
y 6 uM). Como control positivo se utilizé al inhibidor E-64 a
una concentracion 1 uM.

2 8

Actividad Proteolitica %
&

°

Concentracién uM

Concentracion M

Fig. 1. Inhibicién de la actividad proteolitica de h-Cat L por las proteinas
recombinantes chagasina, Q4, Q8 y Q45 a diferentes concentraciones en
presencia del sustrato fluorogénico Z-Phe-Arg-MCA.

Conclusiones. La modificacion de los giros L4 y L6 de la

chagasina por epitopos de TSA-1, afectdé negativamente la
actividad inhibitoria de las quimeras recombinantes
(chagasina>Q45>Q8>Q4).
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Resultados. Todas las proteinas quiméricas mostraron un
cambio importante en la Ki (0.05, 0.09, 0.29 uM) con respecto
a la chagasina (0.0024 pM), lo que sugiere queseria mas
conveniente la produccién de una proteina recombinante que
no inhiba o inhiba menos a la h-Cat L.La Q4 seria la méas
indicada como antigeno y fue la mas soluble. Desde el punto
de vista del nimero de epitopos de TSA-1, Q45 seria la més
indicada, pero fue la que méasinhibio a la catepsina L (Figura
1). Es posible que todas pudieran ser aptas para su uso como
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CICLODEXTRINGLUCANOTRANSFERASA DE Thermoanaerobacter sp
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Palabras clave: ciclodextringlucanotransferasa, glicosidacion, neo-azlcares

Introduccion. Los carbohidratos son la principal fuente
de energia en los seres vivos e intervienen en diversos
eventos de reconocimiento celular. En la naturaleza
existen azlcares que poseen en su estructura enlaces
glicosidicos poco frecuentes, lo que les confiere
propiedades que los hacen atractivos sustitutos de los
carbohidratos tradicionalmente conocidos (D).
Actualmente, existe un interés particular en el desarrollo
de estrategias para la obtencion de carbohidratos
funcionales o de nuevos azucares (neo-azlcares) que
presenten actividad biolégica. Si bien, la formacion de
enlaces glicosidicos es uno de los mayores retos para la
sintesis organica, en la naturaleza existe un grupo de
enzimas que son capaces de formar enlaces glicosidicos
de manera eficiente, con una alta selectividad v,
practicamente, sin la formacion de subproductos o
residuos toxicos.
El presente trabajo tuvo como objetivo desarrollar un
proceso quimio-enzimatico de tres etapas, para la
sintesis regio- y estereoselectiva de nuevos di- y
oligosacaridos que poseen enlaces glicosidicos raros o
inexistentes en la naturaleza, empleando una
ciclodextringlucanotransferasa de Thermoanaerobacter
sp. (CGTasa).
Metodologia. Los azucares protegidos 2a y 2b (Fig. 1)
se obtuvieron a partir de sus correspondientes azlUcares
libres (1a 'y 1b) en condiciones suaves de catélisis acida.
La glicosidacion enzimatica de 2a y 2b se realizd
empleando CGTasa de Thermoanaerobacter sp. (10
U/mL) como biocatalizador y p-ciclodextrina como
sustrato donador de grupos a-glucopiranosilo. La
reaccion se realizé en un medio de buffer de fosfatos 50
mM pH 6.0 por 48 h a 50°C y 850 rpm. La digestion
enzimética de los productos poliglucosilados se realiz6
con una a-glucosidasa de Aspergillus niger (258 U/mL,
50°C por 24 h). Los productos puros 4a y 4b se
recuperaron por cromatografia flash y se caracterizaron
por espectrometria de masas y resonancia magnética
nuclear de 'H y 13C.
Resultados. Para limitar la promiscuidad regioquimica
gue presenta la CGTasa, al transferir grupos o-
glucopiranosilo sobre su sustrato aceptor (2), se recurrié
a la ingenieria de sustrato. Asi, en una primera etapa
se incorporan grupos protectores sobre posiciones
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especificas de los sustratos aceptores (2a y 2b). A partir de
estos compuestos se realiz6 la glicosidacion con CGTasa, lo
gue permitié obtener una serie de maltooligoglicésidos (3a y
3b), hasta con 4 unidades de o-glucosa incorporadas
(Fig. 1). Los maltooligoglicésidosobtenidos se sometieron a
una digestion enzimatica in situ con a-glucosidasa de A.
niger, para obtener productos con un solo residuo o-
glucopiranosilo (4ay 4b). Es importante mencionar que, al final
del proceso, la diferencia de hidrofobicidad entre los sustratos
residuales2a y 2b y los productos finales 4a y 4b, facilita su
separacion.

OH
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HO ,?IA \C(\OH
'OH o (o]
HOY Y
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OH z g
oH £ 2
o i 0io € 0o
O X of e
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p-D-fructopirancsa (1a)  di-O-Prd-p-D-Frup (2a) -D-Glcp-(1-1)-dli-0-iPrd-p-b-Frup (4a)
HO, HO,

Hoy, Ho,
ul'r o ‘o
oL OH  H OO HO™ N0 N O 0 HO™ N~ 75 O
HO ) >< HO s >< HO ? ><
i oH o o o X o o X o
OH % Q ﬁ %

a-D-galactopiranosa (1b)  di-O-iPrd-a-D-Galp (2b) 3b -D-Glcp-(1-6)-di-0-iPrd-u-D-Galp (4b)

Fig. 1 Materia prima, sustratos aceptores y productos de glicosidacion.

Conclusiones. Se obtuvieron dos nuevos azlcares (4ay
4b) reportados como potentes antioxidantes 'y
suplementos alimenticios (3, 4). Uno de ellos posee un
enlace glicosidico raro (a-D-Glcp-(1—1)-B-Frup, 4a) y el
otro es un azlcar nuevo (a-D-Glcp-(1—6)-a-Galp, 4b).
Esta estrategia describe una ruta de sintesis en tres
etapas para la obtencién de glicoconjugados: a)
proteccion simple, b, c¢) glicosidacién y digestién
enzimética. Esta metodologia sintética podria ser
aplicada a diferentes azlcares para generar nuevas
bibliotecas de neo-azlcares con potencial de aplicacion
en diferentes sectores.
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ESTUDIO DE LA RELACION ESTRUCTURA/FUNCION DE LA REGION
N1oo TERMINAL DE LAINULOSACARASA (IslA) DE LEUCONOSTOC
CITREUM CW28

Ingrid Mercado Del Rio, Clarita Olvera Carranza. Instituto de Biotecnologia (Departamento de
Ingenieria Celular y Biocatalisis), Cuernavaca, Mor., CP 62210.

ingrid.mercado@ibt.unam.mx.

Palabras clave: fructansacarasas, procesividad, estructura

Introduccion.Las fructansacarasas (FNSs) son enzimas
capaces de sintetizar polimero de fructosa a partir de
sacarosa (1). La FNS de L. citreum CW28, IslA, es una
enzima multidominio que sintetiza polimero a través de un
mecanismo procesivo (2). De acuerdo con reportes en
otras FNS (3), se ha sugerido que la procesividad de IsIA
podria estar dada por los dominios adicionales, y
especificamente, por la regién Nioo terminal, contigua al
dominio catalitico (4).

Objetivo. Determinar la influencia de la region Nioo
terminal en la procesividad de IslA.

Metodologia. Para abordar el objetivo del trabajo se
utilizaron las versiones truncadas IslA4 e ISIA5. La primera
consta del dominio catalitico y la regidon Nioo terminal,
mientras que ISIA5 carece de la region Nioo terminal. Se
realizaron las siguientes actividades:

1. Caracterizacion bioquimica de las versiones truncadas
seleccionadas.

2. Estudio de la influencia de la region Nioo-terminal enel
perfil de productos y mecanismo de elongacion.

3. Andlisis del efecto del aumento en la concentraciéon de
sustrato en el perfil de productos de ambas versiones
truncadas.

Resultados.La delecion de la region Nioo terminal (ISIA5)
no afectael pH 6ptimo de la enzima, ni la estabilidad
enzimética, sin embargo, propicia la disminuciéon de la
temperatura éptima comparada con IslA4 (4) (figl).
Asimismo, estadeleciébn merma la actividad enzimatica en
mas de un 99%, demostrando que esta region es muy
importantepara la catalisis enzimatica.

pH éptimo de IsIAS Temperatura éptima de IsIAS

Fig. 1. Determinacion de pH y temperatura dptima de IsIA5 Losensayos se
llevaron a cabo con 1170 mM de sustrato.

En cuanto a la procesividad de la enzima, la eliminacion
dela region Niooterminal caus6 una disminucion del 39%

BioTecnologia, Afio 2021, Vol. 25 No. 4

en la produccién de productos de alto peso molecular
cambiando la relacion entre productos de alto y bajo peso
molecular, de una relacion 2:1 a una relacién 1:1 (Tabla 1).

Por otro lado, observamos que al aumentar la concentracion
de sustrato en la reaccion con IslA5, hay unaumento en la
velocidad de reaccion y una preferencia hacia la transferencia
en la sintesis de productos de bajo peso molecular.

Condicion Conversién de Hidrdlisis Porcentaje Porcentaje
de sacarosa(%) (%) de pAPM (%) depBPM
reaccién (%)

IslA4
30°C, 89 +0.23 61+ 0.58 25.6 £1.47 13.4+£0.06
292 mM
20°C, 91 +£0.04 47 + 0.05 18.9 +1.56 34.1+1.98
292 mM
20°C, 63 +0.31 45 + 0.26 31.1+2.02 23.9+0.03
1170 mM

ISIAS
20°C, 65+ 0.27 62 +0.18 18.5 £ 2.02 19.2+2.00
292mM
20°C, 82+ 0.63 31+0.11 18.1+2.31 50.9+0.19
1170 mM

Tabla 1. Porcentaje de hidrdlisis y de productos de alto (pAPM) ybajo
(pBPM) peso molecular.

Finalmente, el andlisis de los productos sintetizados sugiere
gue la region Nico-terminal otorga mayor flexibilidad a la
regioselectividad de los subsitios de unién a aceptores,lo
que se traduce en una mayor cantidad de intermediarios
sintetizados.

Conclusiones. La region Nioco-terminal no es indispensable
para desarrollar el mecanismo procesivo, pero su delecién

modula la relacién polimero/productos de bajo peso
molecular y la actividad enzimética.
Agradecimiento. El proyecto fue financiado por la UNAM
por el programa DGAPA-PAPIIT a través del proyecto
IN216120, ademas del apoyo econdmico otorgado por el
CONACYT através de la beca no. 855138.
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DEVELOPMENT OF CHOLESTEROL OXIDASE AND ESTERASE
ELECTRODES FOR THEIR APPLICATION ON SELF-POWERED BIOSEONSORS
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Palabras clave: Colesterol oxidasa, biosensor, biocelda de combustible

Introduccion. Hoy en dia el area de biosensores esta
en constante evolucién, donde se busca fabricar
electrodos auto-alimentables que puedan generar
energia eléctrica a partir de la misma muestra a
detectar Uno de los principales analitos es el colesterol
debido a que es un biomarcador de diferentes
enfermedades cardiovasculares. En este trabajo se
realiz6 el desarrollo de electrodos basados en la
inmovilizacién de la enzima colesterol oxidasa (ChOXx),
para aplicacion en deteccion de colesterol y para celda
de combustible microfluidica. La enzima fue
inmovilizada usando enlaces covalentes con
nanotubos de carbon multi-pared. Asi, el pH 6ptimo y
la temperatura para la actividad enzimatica optima de
la enzima inmovilizada fueron determinadas por
métodos colorimétricos. Los electrodos fueron
evaluados por pruebas electroquimicas, tales como la
voltametria y el voltaje de circuito abierto (OCV). Estos
electrodos fueron aplicados en la fabricacion de una
biocelda de combustible enzimatica, basada en celdas
de papel miniaturizadas de flujo lateral.

El objetivo general es desarrollar un electrodo de
colesterol oxidasa para su aplicacién en biosensores
auto-alimentables para la cuantificacion del colesterol.

Metodologia. Se funcionalizé nanotubos de carbono
multi-pared y se inmovilizé la enzima colesterol
oxidasa.Evaluaron el efecto del pH y la temperatura en
la actividad enzimética del ChOx, asi como la termo
estabilidad. Se llevo a cabo la fabricacién de electrodos
de ChOx (como anodo) y Pt-C (como catodo).

Resultados. El colesterol oxidasa es dependiente del
pH con una actividad maxima en un pH cercano a 7.0.
La actividad enzimética del ChOx se ha reportado que
incrementa en un 62% una vez inmovilizada, en un
rango de pH de 5 a 6 (1,2). Se ha reportado en la
literatura que el efecto de la temperatura en la
estabilidad de la ChOx muestra una actividad
enzimitica maxima a 50°C (1). En nuestras
evaluaciones se obtuvieron los siguientes datos:

BioTecnologia, Afio 2021, Vol. 25 No. 4
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Fig. 1. Actividad enzimdtica obtenida a diferentes condiciones de pH y a
diferentes temperaturas. Se muestra el comportamiento de la enzima en
sus dos estados, inmovilizada vy libre.

Fig. 2. Voltametria ciclica del electrodo ChOx sumergido en diferentes
concentraciones de colesterol, en presencia de buffer fosfato (pH 7.0, 0.5 mM)
y su curva de calibracién de las pruebas de deteccion.

Fig. 3. Evaluacién de la estabilidad de la celdaw;:‘ie biocombustible microfluidica
de papel mediante pruebas de cronoamperometria de colesterol a diferentes
concentraciones, y pruebas OCP para diferentes concentraciones de colesterol,
de 0.5 mM a 8mM, solucidén buffer.

Conclusiones. La inmovilizacion de la ChOx sobre NTCPM
incrementa la actividad enzimética, permitiendo su uso a altas
temperaturas. Se obtuvieron buenas lecturas de corriente
eléctrica obtenidas de la oxidacién del colesterol en comparacion
con las ya reportadas con una diferencia aproximada de 40
uW/cm2 en un intervalo similar de voltajes. La celda mostré
estabilidad y un comportamiento de reaccién continuo de casi
180 segundos. Este trabajo presenta una buena plataforma para
la deteccién electroquimica de colesterol y una buena alternativa
para la produccion de energia a partir de reacciones de
oxidacion y reduccion
Agradecimiento. Al programa de fondos para el fomento de la
cultura emprendedora.
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ENTENDIENDO EL MECANISMO DE ELONGACION DE LA LEVANA
SINTETIZADA POR LA LEVANSACARASA DE Bacillus subtilis 168
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Introduccion. La levansacarasa (EC2.4.1.10) codificada
en Bacillus subtilis por el gen sacb (Bs-SacB), es una
enzima que pertenece a la familia 68 de las Glicosil
Hidrolasas (GH68). En presencia de sacarosa sintetiza
levana, un polimero de fructosas unidas mediante enlaces
B 2-6. Se ha demostrado que el peso molecular que
alcanzan las levanas sintetizadas por Bs-SacB depende,
entre otros factores, de la concentracion de enzima,
alcanzando pesos moleculares de varios millones de
Daltons a concentraciones equivalentes a

0.1 U/mL mientras que por arriba de 10.0 U/mL la enzima
sintetiza levana de bajo peso molecular!. De un estudio de
acoplamiento molecular entre Bs-SacB y fructosa,
encontramos dos distintas areas de interaccion en la
superficie de la enzima, que denominamos: SEUF-1 y
SEUF-22. Suponemos que el efecto de la concentracion
de enzima en la distribucion de pesos moleculares de la
levana, es consecuencia de interacciones proteina
proteina (IPP). El objetivo de este trabajo es demostrar
gue existen IPP en la reaccién de Bs-SacB con sacarosa
y analizar la participacién de los SEUF en la distribucion
de peso molecular de la levana obtenida en la reaccién,
afectando dichas interacciones.

Metodologia. Se sintetizé la levana empleando la enzima
inmovilizada, para observar el producto en ausencia de
IPP. Para estudiar la IPP se realizd6 el ensayo de
transferencia de energia de resonancia de Foérster (FRET).
Por otro lado, para demostrar la participacién de los SEUF
en dichas interacciones se selecciond un aminoacido
participante en la interaccién con fructosa de cada uno de
los dos SEUF identificados. Se aplicé el método de
mutagénesis dirigida QuikChange para obtener las
variantes. El andlisis de la distribucion del peso molecular
de la levana se llev6 a cabo en un sistema de permeacion
en gel (GPC) por medio de cromatografia de exclusién de
tamafio con indice de refraccion (SEC-RI).

Resultados. La figura 1.A corresponde al efecto de la
inmovilizacion de Bs-SacB, que resulta en la produccién de
levana de alto peso molecular. Enlafigura 1.B se presentan
los resultados de FRET, donde se muestra una posible IPP
determinada por la disminucion de la fluorescencia del
donador y un incremento en la fluorescencia del aceptor.
Por ultimo, en la figura 1.C se incluye la distribucion del
peso molecular de la levana producida por las variantes
obtenidas. Se puede observar que las variantes producen
levana de alto peso molecular a altas concentraciones de
enzima equivalentes a 10 U/mL.
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Fig. 1.A) Cromatograma de permeacion en gel que muestra el efecto de la
concentracion de proteinas y la inmovilizacidn sobre el tamafio de la levana. B)
Espectros de emisién de fluorescencia de AF546-SacB (donador), AF647-SacB
(aceptor) y mezcla. C) Distribucién del peso molecular de la levana producida por
Bs-SacB (lineas continuas) y mutantes (lineas punteadas),empleando una
concentracion de 100 g/L de sacarosa, a 372Cy pH 6. Reacciéncon 55.0 pg/mL de
enzima equivalente a 10 U/mL.

Conclusiones. Mediante el ensayo de FRET se obtuvieron
posibles evidencias de una interaccion proteina-proteina.
Este resultado puede explicar la influencia de la
concentracion de enzima y de otros parametros en la
especificidad de reaccién, ya que cualquier condicién que las
impide, dalugar ala sintesisde levana de alto peso molecular.
Las variantes obtenidas de la levansacarasa Bs-SacB:
E275A (SEUF-1) y K148A (SEUF-2), disefiadas a partir de
estudios de acoplamiento molecular, contribuyen a la
produccién preferente de levana de alto peso molecular.
SEUF-1 y SEUF-2 podrian ser entonces sitios en los que
ocurra la posible IPP que conlleva a una probable
competencia por las cadenas de fructosa en crecimiento
durante la polimerizacion, dando lugar a levana debajo peso
molecular.
Agradecimiento. Este proyecto fue apoyado por el Consejo
Nacional de Ciencia y Tecnologia mediante la beca de
maestriacon nimero 958042 y se desarroll6 en el marco del
proyecto deCiencia Basica CONACYT AS-S-21209, sobre
funcionalidad deglicosiltransferasas.
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DETERMINACION IN SILICO DE LA SOLUBILIDAD DE LAS PEPTIDIL-PROLIL
ISOMERASASDE TRYPANOSOMA CRUZI: TcCyP19, TcCyP22 Y TcCySEC

C Daniel Jiménez-Guerra, Gerardo Reséndiz Cardiel, Aurora Antonio-Pérez, Rosa Elena Cardenas
Guerra, Jaime Ortega Lopez, Centro de Investigacion y Estudios Avanzados del Instituto Politécnico
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Introduccion. La mayor limitante de la expresion de
proteinas recombinantes en Escherichia coli es la
agregacion de proteina mal plegada en cuerpos de
inclusiont. Estudios previos sugieren que en proteinas con
gran numero de prolinas, la cis/trans isomerizacion de los
enlaces que preceden a la prolina es un paso limitante
para su correcto plegamiento. In vivo esta isomerizacion
es catalizada por las Peptidil-Prolil cis- trans Isomerasas
(PPlasa) o ciclofilinas?*. El antigeno vacunal TSA-1 de
Trypanosoma cruzi contiene un gran nimero de prolinas
y solo se expresa de manera eficiente en E. coli en
cuerpos de inclusion. Se ha propuesto que PPlasas del
propio parasito asisten su replegamiento eficientemente.

Objetivo: determinar in silico la solubilidad de tres PPlasas
de T. cruzi para su posterior expresion y caracterizacion
enzimatica.

Metodologia. Se seleccionaron las PPlasas TcCyP19,
TcCyP22 y TcCySEC de T. cruzi. A partir de su secuencia
de aminoacidos se realiz6 una andlisis insilico de estas
ciclofilinas que incluyé: BLAST, Alineamiento de
Secuencias Mdltiple (MSA) entre las PPlasas objetivo y
PPlasas ya cristalizadas de otros organismos,
determinacion de parametros fisicoquimicos, modelado
por homologia en tres servidores, refinamiento y
validacion de cada modelo, y finalmente la determinacion
de la solubilidad y agregacion de cada secuencia y de su
dominio PPlasa. La TcCySEC, conocida también como
TcMIP, ya ha sidocristalizada (PDB ID 1JVW), por lo que
el modelo 3D reportado en el PDB se us6 como referencia
para la prediccién de solubilidad y agregacion.

Resultados. Los modelos 3D de TcCyP19 y TcCyP22
obtenidos, se optimizaron y validaron usando diferentes
servidores disponibles. En la Figura 1 se muestran los
modelos 3D de TcCyP19, TcCyP22 y TcCySEC con su
dominio PPlasa en color cian. Los modelos 3D de las tres
ciclofilinas se usaron para la prediccion de solubilidad y
agregacion. Los valores obtenidos (Tabla 1) sugieren que
las tres proteinas se expresan en forma soluble en

E. coli. La expresién de TcCyP19 y TcCyP22 permitira
validar esta prediccion, se conoce que TcCySEC se
expresa en forma soluble. Se cuenta con genes sintéticos
para demostrar la expresion de las ciclofilinas.

BioTecnologia, Afio 2021, Vol. 25 No. 4

Fig. 1. Modelo 3D de

y TcCyP22 obtenidos en los servidoresSwissModel
(A, D), trRosetta (B, E) y I-TASSER (C, F). El dominio de PPlasa se indica en color cian.

Tabla 1. Solubilidad y Agregacién de tres Ciclofilinas de T. cruzi.

Solubilidad® Agregacion®
Modelo  TcCyP TcCyP TcCyS  TcCyP TcCyP TcCyS
3D? 19 22 EC 19 22 EC
1 0.547 0.846 -0.841 -0.865
2 0.563 0.677 2.363 -0.831 -0.777 -1.270
3 0.563 0.677 -0.789 -0.719

a Los modelos 3D se generaron en 1) Swiss-Model, 2) trRosetta, 3) I-TASSER.b
Solubilidad estimada con CamSol (Soluble > 0.0). ¢ Agregacién estimada con
Aggrescan3D (Agregacion > 0). En la TcCySEC se utilizo el modelo cristalizado PDB
ID 1JVW.

Conclusiones. El analisis in silico de las proteinas
TcCyP19, TcCyP22 y TcCySEC sugiere que sonPPlasas
que pueden expresar en forma soluble en E. coli.
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EXPRESION DE GLICOSILTRANSFERASAS DE Leuconostoc
mesenteroides ATCC 8293 ENCONDICIONES DE ANOXIA
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Introduccion. Las cepas del género Leuconostoc
producen una o més Glicosiltransferasas (GTFs), enzimas
que, en presencia de sacarosa como sustrato producen
Exopolisacaridos (EPS). Aunque no estd plenamente
demostrado, existe la hipotesis de que éstos polimeros se
producen como respuesta a condiciones ambientales
hostiles, para proteger a las bacterias®. En algunas cepas
del género, se ha determinado que los EPS absorben a
las especies reactivas de oxigeno (ERO), contendiendo
con la oxidacién y mejorando la viabilidad de la bacteria?,
mientras que en otras cepas, se ha reportado que un
ambiente de COzincrementa la produccién de EPS2 por lo
gue el efecto parece especifico para cada cepa. El
genoma de la cepa Ln. mesenteroides ATCC 8293
contiene 6 secuencias correspondientes a GTFs *sin que
hasta la fecha se haya reportado el mecanismo de
regulacién de las mismas.

En este trabajo exploramos la produccion de las GTFs dela
cepa mencionada, en cultivos aerobios y anaerobios.

Metodologia. Se usaron botellas de vidrio de 150 mL con
50 mL de medio Lm y 20 g/L de sacarosa, para todos los
cultivos. En los cultivos aerobios se usaron tapones de
gasa Yy algodén que permiten el intercambio de oxigeno
con la atmésfera; mientras que en los cultivos anaerobios
el oxigeno se desplazé con una mezcla 80:20 de N2:COz
y se emplearon tapones de silicén con sello de aluminio
para evitar la entrada de oxigeno. Se realizaron 4 cultivos
secuenciales en condiciones anaerobias para asegurar la
ausencia total de oxigeno en el dltimo cultivo. Al final de
la fase exponencial, se centrifugd el cultivo y se
recuperaron las células. Se determiné actividad
enziméatica por el método de DNS vy proteina por el método
de Lowry. Se cargaron 200 g deproteina en un gel SDS-
PAGE 10% que fue tratado con Tween 80 al 1% al final de
la corrida. El gel se incub6 a 28°C con una solucién de
sacarosa 50 g/L por 24h. Al final, se tifié con reactivo de
Schiff para detectar elpolimero asociado con la actividad
GTF.

Resultados. Los zimogramas correspondientes a los
cultivos aerobios y anaerobios se muestran en la Fig. 1
donde es obvia la presencia de las GTFs
independientemente de las condiciones de cultivo
empleadas o del nimero secuencial del cultivo.

Dado que no se observé diferencia en los zimogramas,
solo sedetermind la actividad global de las bacterias del
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ultimo cultivosecuencial (“IV” en aerobio y “4” en anaerobio).
Tampoco en este caso se encontré diferencia significativa en la
actividad enzimatica inducida ni en la proteina total en ambos
experimentos (Tabla 1).

308 kDa

180 kDa

120 kDa.

o , Aerobio “Anaerobio

Fig. 1. Zimogramas de los cultivos secuenciales en diferentes
condiciones. La numeracién representa la secuencia de los cultivos.

Tabla 1. Actividad global de las células del cultivo final de ambascondiciones.

Condicion  Actividad Proteina U/ug
del Cultivo (U/mL) (Hg/mL) proteina
Aerobi 1.85+0.1 193.1+09.2 0.096 +

o(lV) 0.001
Anaerobio 1.92+0.3 195.8+2.2 0.098 =
4) 0.001

Conclusiones. En el caso de la cepa Ln. mesenteroidesATCC
8293, la presencia o ausencia de oxigeno duranteel cultivo no
tiene efecto sobre la actividad y la produccién de las enzimas.
La sintesis de GTFs como respuesta a la presencia o ausencia
de oxigeno podria ser particular a cada cepa.
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Introduccion. Las peptidil-prolil cis-trans isomerasas
(PPlasas) o cilofilinas son enzimas ubicuas responsables
de la isomerizacion cis-trans de los enlaces amido propil
en el plegamiento de las proteinas. En el parasito
protozoario Trichomonas vaginalis, se ha demostrado in
vivo que los ortélogos de la PPlasa humana (hPPlasa)
TvCyP1y TvCyP2 catalizan la isomerizacion de enlaces -
gly-pro- (1). Lo anterior sugiere que in vitro podrian asistir
el replegamiento de proteinas recombinantes de parasitos
gue en su secuencia contiene un gran ndmero de prolinas
y se expresan en E. coli solo como cuerpos de inclusion.
Para determinar su potencial uso como catalizadores en
el replegamiento de proteinas, es necesario expresarlas
de manera recombinante y caracterizar su actividad
enzimatica de PPlasas. El objetivo de este trabajo es
analizar in silico las propiedades de las proteinas TvCyP1
y TvCyP2 de T. vaginales, expresarlas en E.coli para
posteriormente evaluar su uso en el replegamiento de
proteinas de parasito de dificil expresion. Metodologia.
La secuencia de aminoacidos y estructura 3D reportadas
de la TvCyP1l y TVCyP2 se usaron para predecir las
propiedades fisico-quimicas, identificar las regiones
propensas a la agregacion y estimar su solubilidad en la
plataforma de expresién de E. coli usando softwares
disponibles en la red (AggreScan, ProteinSol, CamSaol,
Solart, SoDoPe) (2). Para la expresion de la TvCyP1, E.
coli BL21 (DE3) trasformada con el plasmido
pPET28aTvCyP1) se crecid a 37 C en medio LB y se indujo
con 0.5mM de IPTG a 0.6-0.7 de OD600nm y la expresion
de la TvCyP1 se analiz6 mediante SDS-PAGE.

Resultados. Los parametros Fisico-quimicos muestran
proteinas pequefias, estables, de caracter ligeramente
basico y potencialmente hidrofilicos. El alineamiento de
secuencias entre ambas ciclofilinas (muestra un
porcentaje de Identidad del 67.43%. Las estructuras 3D
de la TvCyP1 y TvCyP2 (figuras 1A y 1B) muestran
zonas mas propensas de agregacién en ambas
proteinas en el extremo N-t. La superposicion de su
estructura secundaria (figura 1C) y el analisis de
secuencias en 3-D resalta grandes similitudes y algunas
diferencias en el sitio activo. La comparacion de los
valores de solubilidad obtenidos para TvCyP1y TvCyP2
se ubicaron en una escala intermedia al compararlos con
los valores estimados para dos proteina de parasitos
protozoarios expresadas en E.coli, una en forma soluble
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(Tc24) y otra en cuerpos de inclusiéon (TvLegu-1) (3,4) . Lo
anterior sugiere que al menos una fraccion de ambas proteinas
se expresara en forma soluble en E. coli. En la figura 1D se
muestra el perfil electroforético de la expresion de TvCyP1,
donde se puede observar que aproximadamente 50 % de la
proteina recombinante se expresa en forma soluble. .

A

1 A)‘ E - :;.,

D)

& TvCyP1

Fig. 1. Expresion en E. coli de la TvCyP1 de T. vaginalis. Estructura 3D de la TvCyP1
(A) y TvCyP2 (B) y comparacion estructural por superposicion de TvCyP1 (azul
oscuro) y TvCyP2 (azul claro) (C). D) Perfil electroforético de la expresidon de TvCyP1
en E.coli BL21 (DE3). Antes (carril 1) y después de la 16h (carril 2) de induccion con
0.4 mM de IPTG.: Fracciones soluble (carril 3) insoluble (carril 4), MW marcadores de
peso molecular.

Conclusiones.La expresidon de TvCyP1 de aproximadamente
50% en la fraccién soluble es consistente con las estimaciones
de solubilidad in silico y podria ser factible de mejorar
modificando condiciones de induccién o los potenciales sitios
de agregacién en el extremo N-t. Las diferencias en secuencia
y estructura en el sitio activo entre ambas enzimas sugieren

diferencias en la actividad de PPlasas.
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Introducciéon. Las cepas del género Leuconostoc
producen una o més Glicosiltransferasas (GTFs) y tienen
habitats muy diversos, donde se encuentra una diversidad
de azlcares y otros compuestos, que puedenusar como
fuentes de carbono. Tal es el caso de la cepa Ln.
mesenteroides ATCC 8293 cuyo genoma contiene 6
secuencias de GTFs!. Con anterioridad se establecio que
la sacarosa induce su expresion cuando esta presente
como fuente de carbono (FC) en el medio de cultivo?. En
este trabajo se explora el efecto del uso de diversos
azucares sobre la expresién de estas las GTFsanalizadas
mediante zimogramas.

Metodologia. Se analiz6 el efecto de las siguientes FC:
sacarosa (Sac), fructosa (Fru), glucosa (Glu), xilosa (Xil),
galactosa (Gal), manosa (Man), celobiosa (Cel) y &c.
Ascorbico (Asc), en concentracion 59 mM en elmedio de
cultivo, incluyendo un control con Unicamente extracto de
levadura (s/c). Se realizaron tres ciclos de cultivo en placa
Petri y dos ciclos en matraz con cada FCpara asegurar la
ausencia de FC de cultivos previos. La cepa se cultivé a
28°C, con una agitacion de 200 rpm encaso de los
matraces. El cultivo se centrifugé al final de la fase
exponencial y se recuperaron las células. Se determiné
actividad enzimética por el método de DNS y proteina por
el método de Lowry. Se cargaron 200 pg deproteina en un
gel SDS-PAGE 10% que fue tratado con Tween 80 al 1%
al final de la corrida. El gel se incub6 a 28°C con una
solucién de sacarosa 50 g/L por 24h. Al final, el gel se tifid
con reactivo de Schiff para detectar polimero resultado de
la actividad GTF.

Resultados. En la Fig.1 se muestran los zimogramas
obtenidos en cultivos con las diversas FC. Se observan al
menos 5 bandas correspondientes a la actividad GTF.En
los cultivos con Xil y Asc no se observa la banda
correspondiente a una GTF de 308 kDa presente en todas
las demas. A diferencia del resto de las FC, Xil y Asc
comparten parte de la via de la interconversion pentosa-
glucoronato, antes de integrarse a la via de la glicélisis. Es
probable entonces que en esta parte de la via se ubique
el mecanismo de regulacién de la GTF. Alanalizar la
actividad global de las GTFs (Fig. 2), esta claro que
indistintamente de la FC utilizada, se detect6 actividad, lo
gue lleva a una nueva discusioén sobre el papel de la
sacarosa como inductor para todas las GTFs deesta
cepay el rol de la Xil.
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Fig. 1. Zimogramas de las células crecidas en diferentes FC.
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Fig. 2. Actividad global de las GTFs en las células de la
cepa endiferentes FC.

Conclusiones. En Xil y Asc no se observo una de las GTFs.
Creemos que el mecanismo de regulaciéon de la enzima, esta
relacionado con la via de interc. pentosa- glucoronato. Hay que
replantear el papel de la sacarosacomo inductor de las GTFs,
al menos en esta cepa.
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Introduccion. El ambiente marino cubre mas del 70%
de la superficie del planeta albergando diversas formas
de vida, particularmente, una gran diversidad de
microorganismos que son un reservorio de enzimas con
potenciales aplicaciones biotecnoldgicas. La blusqueda
de enzimas estables y activas en condiciones extremas
de reaccién ha llevado a la exploracion de habitats
propiamente extremos como el marino, cuyas
condiciones fisicoquimicas han permitido el aislamiento
de enzimas con propiedades cataliticas novedosas. Las
esterasas (EC 3.1.1.1), que son enzimas que catalizan la
ruptura y formacién de enlaces éster, presentan amplia
especificidad de sustrato, estabilidad en disolventes
organicos y no requieren cofactores (1). Son
consideradas catalizadores atractivos con aplicaciones
en la elaboracién de alimentos, farmacos, detergentes y
biorremediacion (2). En el presente trabajo se aislé una
bacteria de 1000 m del fondo marino y a través de una
libreria genémica se encontré una nueva esterasa con
caracteristicas biotecnolégicas relevantes.
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Resultados. Con una libreria genémica se identificé una
esterasa denominada EstGoM (Fig.1a). Se trata de una
proteina de 633 aa (67 kDa) con dos dominios: hidrolasa
y autotransportador (Fig.1b). Ha sido clasificada como un
nuevo miembro de la familia GDSL/SGNH de enzimas
lipoliticas (Fig.1c) (4). El modelamiento de su estructura
tridimensional se muestra en la Fig.1d. La enzima se
expres6 exitosamente en E. coli y se purifico
parcialmente (Fig.2a). La purificaciéon fue de 14.9 veces
con un rendimiento del 8.9% (Fig.2b). Presenté actividad
en un amplio rango de temperaturas (10-75°C) siendo la
Optima de 60°C, pH 6ptimo de 9.0 (Fig.3b) y actividad en
presencia de detergentes (Fig.3c) y NaCl (Fig.3d).
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Fig. 1. a) contexto gendmico de EstGoM, b) representacion
esquematica de los dominios proteicos, c) arbol filogenético de
clasificacion, d) modelamiento de estructura tridimensional.
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Fig. 2. a) SDS-PAGE de EstGoM, b) tabla de purificacién.

Fig.3. Resultados de caracterizacidn bioquimica.

Conclusiones. Se caracteriz6 una nueva esterasa
GDSL/SGNH marina con potencial aplicacion en un amplio
rango de temperaturas, pH alcalino y en presencia de
detergentes.
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Introduccion. El éster fenetilico del acido cafeico (CAPE,
por su nombre en inglés) tiene importantes actividades
bioldgicas que benefician ala salud humana, tales como:
actividad antioxidante, antiinflamatoria, antiviral,
inmunomodulatoria, anti-angiogénica, antiinvasiva, anti-
metastasica, carcinostatica, neuroprotectora,
hepatoprotectora y cardiopotectora (1). Actualmente, el
CAPE se extrae de fuentes naturales, como el propdleo.
El proceso es sencillo, pero lento y costoso. La sintesis
guimica mediante la esterificacion ente el acido cafeico
(AC) y elalcohal fenetilico (AF) es lenta (hasta 4 dias) y
con bajosrendimientos (38-40%). La sintesis enzimatica
tiene altos rendimientos (90-100%). Sin embargo, la
reaccion es lenta (48-60 h) y requiere de grandes
cantidades de biocatalizador (15-18 mg /mg de AC) (2).

El objetivo de este trabajo fue evaluar la sintesis
enzimética de CAPE por reacciones de esterificacion y
transesterificacion en un sistema de microemulsiones.

Metodologia. Se estudiaron las reacciones de
esterificacién entre AC y AF y de transesterificacion entre
acido clorogénico (ACL) y AF. Se utilizé una hemicelulasa
comercial de Humicola insolens (Novozymes NS22002),
la cual tiene actividad clorogenato hidrolasa de 17.7 U/mL.
Asi como un extracto enzimético crudo producido por
Aspergillus niger CR1 (ANCR1). La enzima se produjo en
fermentacion en estado sélido usando un medio de cultivo
con acido clorogénico como Unica fuente de carbono y
agrolita como soporte inerte. La enzima se extrajo con
agua destilada, se filtr6 a través de membranas de nylon
de 0.2 umy se concentré porultrafiltracion. Las reacciones
se en una microemulsién agua-AOT-isooctano con una
relacion molar agua/AOT de 10. Las mezclas de reaccion
(4 mL) se colocaron en viales @mbar de 8 mL con tapa de
rosca. Los viales se incubaron a 50 °C durante 12 h con
agitacion magnética.  Se tomaron muestras
periddicamente las cuales se analizaron por HPLC.

Resultados. Ambas enzimas (NS22002 y ANCR1)
catalizaron las sintesis de CAPE mediante reacciones de
esterificacion y transesterificacion (Fig 1y 2).
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reacciones de esterificacion.
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Fig. 2. Consumo de sustrato (a) y formacién de producto (b) durante las
reacciones de transesterificacion.

La mayor conversién (0.94 = 0.01) se obtuvo en la reaccién de
transesterificacién catalizada por el extractoenzimatico crudo.
El mayor rendimiento (0.71 + 0.13) sealcanzé en la reaccion
de esterificacién catalizada por laenzima comercial.

Conclusiones. Las enzimas con actividad -clorogenato
hidrolasa (NS22002 y ANCR1) catalizan la sintesis de CAPE
mediante reacciones de esterificacion y transesterificacion en
un sistema de microemulsién agua-AOT-isooctano.
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