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Resumen

En el presente trabajo se generd la mutacion llel26Phe y se investigd el efecto que tenia
sobre la actividad alcohdlica de la a-amilasa de Thermotoga maritima (AmyA-F). Este
cambio fue propuesto a través de un algoritmo creado por el alumno de doctorado
Rodrigo Alejandro Arreola Barroso, donde a partir de la comparacion de mapas de
contacto dentro de un grupo de enzimas transglicosidicas contra un grupo de enzimas
puramente hidroliticas, se pretende identificar, en base a frecuencias, los aminoacidos
clave que otorgan sus caracteristicas a cada grupo de enzimas.

Este mismo cambio también fue introducido en una mutante de la amilasa previamente
construida dentro del laboratorio en donde se cambié la histidina en la posicidn 222 por
una glutamina (AmyA-Q) y que ya presenta un incremento del 20% en la actividad de
alcohdlisis con respecto a la amilasa silvestre.

Se evaluaron los efectos producidos por la mutacidon al comparar las enzimas con las
AmyA- Wt y AmyA-Q en pruebas de hidrdlisis y alcohdlisis, determinando al mismo tiempo
parametros cinéticos como ket Y Km que nos ayudaran a comprender mejor el alcance del
cambio introducido.

Se determind que la presencia de la fenilalanina tanto en la amilasa silvestre como en la
amilasa con el cambio de glutamina tiene un impacto al evaluar velocidades iniciales
haciendo a las enzimas mas eficientes para la hidrdlisis. Sin embargo, al evaluar los
resultados donde los experimentos alcanzaban el equilibrio al dejar la enzima reacionando
24 horas se observa que la fenilalanina no presenta diferencia notable en el perfil de
productos al equilibrio de las dos actividades evaluadas. Sin embargo, tiene un efecto
relevante al ser evaluada en AmyA-Q, ya que su rendimiento hidrolitico se ve aumentado,
mientras que se observa una disminucidén en el rendimiento de la actividad alcoholitica
alrededor del 6%, revirtiendo el efecto que la glutamina habia aportado en el contexto de
la enzima silvestre.



Introduccion

Alquil glicésidos

Los alquil glicésidos son glico conjugados que poseen un grupo glucésido polar (extremo
glicona) unido por un enlace glicosidico a un grupo alcohol no polar (extremo aglicén),
otorgandoles propiedades tensoactivas (surfactantes), es decir, interactian con las fases
de distinta naturaleza dentro de una emulsion, reduciendo la tensién interfacial de esas
dos sustancias®. Por esta razén, los alquil glicésidos son utilizados como emulsificadores.
Esta estructura quimica anfifilica o anfipatica también comprende moléculas como los
esteroides, carotenoides, fosfolipidos! etc. Los alquil glicdsidos al ser poco tdéxicos son
altamente utilizables, teniendo relevancia en la rama industrial farmacéutica, quimica, de
detergentes y de alimentos como espumantes, humectantes y antimicrobianos.

Tanto el grupo polar como el grupo no polar de estos componentes pueden variar en
cuanto a su longitud se refiere, siendo que pueden ser utilizados para el extremo glicona
desde monosacdridos como la glucosa hasta oligosacdridos como la maltoheptaosa,
siendo el nombre de este ultimo alquil maltoheptadsido. De manera que el sufijo “alquil”
cambiara dependiendo del alcohol empleado; por ejemplo, si se es utilizado butanol como
medio de la transglicosilacidn, el compuesto resultante sera el butil glucésido o butil
maltésido ya sea que se utilice glucosa o maltosa respectivamente para el extremo

glicona? (Figura 1).

La sintesis de estos glicésidos involucra la formacion de un carbocatién por la pérdida de
un grupo hidroxilo en forma de agua que es estabilizado por el oxigeno del alcohol
presente en la reaccién, afiadiendo el grupo —R con el que iba acompanado este ultimo
oxigeno?. La sintesis quimica de estos compuestos suele ser dificil por la gran cantidad de
grupos -OH en la molécula de glucosa que pueden ser remplazados por el grupo —OR
ademas del —OH anomérico. Para evitar esta sustitucién al azar se deben de proteger los
grupos que se desea permanezcan inmutables y alquilar al grupo correcto. Ademas,
dependiendo de la naturaleza de la molécula deseada, un paso adicional conllevaria a
desproteger al resto de estos grupos. Como por ejemplo el método de Koenigs-Knorr para
la creacion de B-glicdsidos emplea HBr para el tratamiento del pentaacetato, seguido de la
adicién del alcohol en presencia de éxido de plata. La reaccidén da lugar a la formacién de
bromuro de piranosilo para que posteriormente se dé la sustitucidon nucleofilica3. Estos
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pasos ademas de alargar el proceso de sintesis, producen grandes mermas, elevando los
costos para su produccién.

Las enzimas, tienen la ventaja de ser quimio, estéreo y regio-selectivas, generando una
cantidad minima o nula de productos secundarios, por lo que su implementacion en una
sintesis tan compleja como la de alquil glicédsidos resulta muy atractiva. Por eso el
desarrollo de metodologias que involucren enzimas presentan un campo de oportunidad
para la sintesis de estos compuestos.

aH

HO
HO

OCH-

Figura 1.Estructura del metil glucésido

Estructura del metil glucdsido, su formacién estd dada por la sustitucion del grupo
hidroxilo del carbén anomérico de la glucosa por una molécula de alcohol (-OR-), unidos
por un enlace glicosidico. Se representa en color rojo el extremo hidrofébico aglicén y de
color negro el extremo hidrofilico glicona.

Glicosil hidrolasas y transferasas

Las glicosil hidrolasas (EC 3.2.1.x), son enzimas que rompen enlaces glicosidicos entre
cadenas de carbohidratos (e. g. a-amilasa, isoamilasa), al contrario de las glicosil
transferasas cuya funcion es formar estos enlaces (e. g. ciclodextrinas glucano
transferasas). Siendo asi que estas dos clases de enzimas estan implicadas en un amplio
espectro de procesos biolégicos dentro del metabolismo.

Se ha reportado que algunas de estas enzimas, tanto hidrolasas como transferasas, en
adicién a la reaccidn principal, pueden llevar a cabo una reaccién secundaria inversa a
esta, como la de algunas a-amilasas que catalizan la transglicosilacion del enlace a (1 = 4)
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aungue sea débilmente, o como la ciclo dextrina glucano transferasa (CGTase) que cataliza
la transferencia entre glicidos formando nuevos enlaces glicosidicos a (1 = 4). Ademas
también se ha observado que algunas a-amilasas catalizan la hidrdlisis del enlace a (1 2
6)*>®0 como bien la neopullunasa puede catalizar la hidrdlisis y la transglicosilacién de las
enlaces glicosidicos a (1 = 4) y a (1 = 6) con un Unico sitio activo utilizando el mismo
mecanismo.* Este efecto es debido a que las glicosil transferasas y las glicosil hidrolasas
poseen un sitio catalitico similar y que tienen sitos de unién secundarios que son a
menudo, pero no siempre sitios de unidn a carbohidratos’ . Siendo asi que la linea divisora
entre las glicosil transferasas y las glicosil hidrolasas no siempre es claro. El estudio de
enzimas como la neopullunasa, ha mostrado que variando residuos de aminoacidos que
son constitutivos del sitio activo, ha generado un uUnico centro activo de la enzima que
participa tanto en la reaccién de transglicosilacion como en la hidrdlisis de los enlaces
glicosidicos a (1 2> 4)y a (1 = 6)3.

Debido a que estas enzimas han evolucionado de un numero limitado de ancestros,
existen pocas diferencias en cuanto a su sustrato, variando éstos por pequenos detalles
estéreoquimicos. Siendo asi que también comparten algunas similitudes estructurales
como por ejemplo un dominio catalitico conformado por un barril TIM (B/a)s presente en
enzimas como a-amilasa, glucano transferasa , isoamilasa, etc.?

Ademas de las estructuras conservadas, se ha observado que algunas de estas enzimas,
incluida la a-amilasa, también comparten en los sitios cataliticos los residuos Asp-206,
Glu-230 y Asp-297° y que al mutarlos ya sea cambidndolos por su forma amina o por

residuos cargados postivamente como Histidinas, éstas enzimas pierden su actividad
4,10,11

Existen dos grupos dentro de las enzimas glicosil hidrolasas, las que retienen la
configuracion anomérica al momento de hidrolizar el enlace glicosidico del sustrato(e. g.
a-amilasa, B-galactosidasa, invertasa) y aquellas que invierten la configuracion anomérica
al hidrolizarlo (e. g. B-Amilasa, Glucoamilasa) 2.

La cristalografia de rayos X y la comparacién de secuencias por alineamiento entre
diferentes enzimas ha permitido determinar estructuras proteicas entre diferentes
organismos, revelando asi similitudes entre ellas como la funcién que realizan, aspectos
filogenéticos, estructuras conservadas'®, mecanismos cataliticos, sitios de unién al
sustrato, etc. Pudiéndose utilizar esta informacién para fines de clasificaciéon y predictivos.
Por ejemplo, conociendo la secuencia primaria de una proteina se podria determinar su
estructura tridimensional al ser comparada con otra secuencia proteica homdloga 4. Esto
a menudo agrupa varias proteinas en una familia, prediciendo la actividad y el sustrato
que utilicen 71>,
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Con el fin de explorar la sintesis de alquil glicésidos a partir de enzimas, en el laboratorio
de Ingenieria de Proteinas del IBT de la UNAM se ha preferido investigar a las glicosil
hidrolasas sobre las glicosil transferasas (cuya funcion natural es trasferir glicidos a otras
moléculas) debido a que ademas de utilizar un sustrato abundante y barato, no requieren
el empleo de cofactores tan costosos. De manera que lo que se persigue es alcanzar un
incremento en la actividad alcoholitica de AmyA para poder desarrollar un proceso
enzimatico competitivo que permita abastecer las demandas industriales que crecen dia
con dia.

Ademas se ha optado por la utilizacion de la endoglicosidasa AmyA por la disponibilidad
que representa su sustrato (almidén) en la naturaleza, con respecto a las exoglicosidasas
gue ocupan sustratos un tanto menos disponibles como celobiosa o lactosa.

AmyA

Las a-amilasas son enzimas que se encuentran en una gran variedad de microorganismos
como arqueas y bacterias ° y llevan a cabo la digestidn del almidén hidrolizando enlaces
glicosidicos a (1 = 4)7 (Figura 2) dejando dextrinas lineales y ramificadas como productos
(a-anoméricos).

CH OH CH CH
CH :|>|— OH OH
\\| o J\jﬂ;[} J
oH OH OH OH

Figura 2 Sitio de corte de a-amilasa

Se muestra la hidrdlisis del enlace glicosidico a (1 = 4) entre dos glucosas pertenecientes
al almiddn por a-amilasa. El mecanismo de accion de a-amilasa conserva la configuracion
anomérica del carbono 1y lo deja activado para seguir reaccionando.

Las glicosil hidrolasas hacen uso de un mecanismo de doble desplazamiento donde se
forma en un primer paso un complejo covalente enzima-sustrato seguida por un
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desplazamiento del nucledfilo de la proteina por una molécula de agua mediante una
catélisis basica® (Figura 3).

La enzima a-amilasa, como se ha descrito anteriormente, posee una reaccidn secundaria
en donde puede transferir un glicido de bajo peso molecular a otro aceptor distinto al
agua como por ejemplo carbohidratos (transglicosilacidn), alcoholes (alcohdlisis)*’u otras
moléculas activadas produciendo enlaces a-glucosidicos y requiriendo para su actividad la
presencia de calcio. Es a través de la reaccién de alcohdlisis donde son sintetizados los
alquil glicésidos, utilizando aceptores tales como el butanol o cualquier otro alcohol
alifatico. La capacidad de transferencia a alcoholes, abre la puerta para la produccién de
alquil glicésidos a partir de almidon.

Se han identificado tres amilasas en Thermotoga maritima; una citoplasmatica y dos que
se secretan al medio y que como muchas de sus proteinas son termo-resistentes. En el
presente proyecto nos enfocamos en la amilasa denominada AmyA, la cual ya se ha
demostrado que es estable en medios que contienen alcohol®® a diferencia de otras
amilasas como la que poseen los hongos.

Estructura de a-amilasa

La enzima a-amilasa contiene un dominio catalitico N-terminal que posee una estructura
de barril TIM (B/a)s (dominio A) seguido de un dominio en forma de llave griega que
consta de laminas B dobladas que participan en la unién al sustrato (dominio C) y de una
asa de tamafio variable (dependiendo de la amilasa) que se encuentra entre la tercera
hebra-B y la tercera hélice a (dominio B) que participa en la unién al sustrato y al Ca?*
estructural?®, siendo completamente afuncionales en ausencia de éste 2%,

El dominio C tiene 100 residuos de aminodacidos de longitud y esta doblada como una
[dmina B antiparalela y aunque no estd determinada aun su actividad, mutaciones en esta
zona han causado inactivaciones de la enzima a-amilasa de Bacillus stearothermophilus °,
sugiriendo que el dominio estd implicado en la actividad de a-amilasa?®. El dominio B es el
gue presentan mayor variabilidad dentro de las amilasas.

Las enzimas a-amilasa contiene de 5 a 11 subsitios de unién a glucosa conformados entre
el dominio A y el dominio BY. Presumiblemente las diferencias de afinidades entre estos
dominios determina el perfil de productos de estas enzimas. Asi, las endoenzimas como es
el caso de a-amilasa, requieren llenar varios de los subsitios después del sitio de corte lo
gue les permite crear productos de menor peso molecular, pero no glucosa, como seria el
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caso de las exoglicosidasas. Asi también, el mecanismo combinado de hidrdlisis y
trasferencia presente en algunas de estas enzimas les permite generar otra vez productos
de mayor tamano a partir de los fragmentos pequefios, logrando asi una hidrdlisis mas
eficiente del almidén?’.

Figura 3. Estructura de la a-amilasa

Estructura proteica de a-amilasa, se muestra en amarillo el dominio A que consta de un
barril TIM (B/a)s. EI dominio C representado en verde consta de una llave griega
conformada de [dminas B, el dominio B esta ilustrado en morado e interrumpe el barril
TIM del dominio A entre la 32 hebra-B y la 32 hélice-a

AmyA tiene aminoacidos altamente conservados, los cuales se encuentran localizados en
el barril TIM en cuatro regiones?>'7 (Tablal).
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Tabla 1. Aminoacidos conservados en a-amilasa

Regiones Aminodcidos Funcién
Regién 1 Asp100 El Aspl100 participa en la
estabilizacién  del  sitio
catalitico
Asn104 Interactia con el ion de
calcio necesario para la
activacion de la enzima
ubicado en el dominio B
His105 Estabiliza el carboxilo
terminal de la tercer lamina
B con el resto del barril TIM
Regién 2 Asp231 Nucledfilo catalitico
Lys234 Participan en la unién del
His235 extremo no reductor de la
cadena de polisacaridos
Regién 3 Glu261 Residuo que participa en la
actividad catalitica.
Regidén 4 Asp328 Involucrado en la
estabilizacién de

intermediarios.

Estas 4 regiones son encontradas a lo largo de la familia 13 de las enzimas glicosil

hidrolasas en la estructura en forma de barril (8/a)s o barril TIM.
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Mecanismo de accion

Hidrolisis

La a-amilasa hidroliza el enlace glicosidico que se da entre el carbén 1 (C1) y el carbén 4
(C4) de dos glucosas contiguas en un polimero como el almidén. Se puede explicar la
reaccion de hidrélisis por la substitucion nucleofilica entre el carbén anomérico, C1, y el
nucledfilo formando un complejo sustrato-enzima con la configuracién invirtida del
carbono anomérico (Figura 4).

El mecanismo utiliza un residuo (generalmente aspartato) nucleofilico que actia como
base substrayendo un protéon para romper el enlace a (1 = 4) entre las glucosas y es el
residuo que forma el enlace transitorio enzima-sustrato en una sustitucion nucleofilica,
separando el centro activo del resto del polimero. El residuo de glutamato actia como
acido/base, inicialmente actia como acido al donar su protdn al fragmento de polimero
saliente durante la formacion del enlace covalente enzima sustrato. Posteriormente actua
como base al substraer un protén de una molécula de agua que adquiere asi caracter
nucleofilico, atacando el enlace enzima-sustrato y liberando asi al resto de la cadena de
carbohidratos de la enzima y restaurando a la enzima a su forma original para un nuevo

ciclo '* (Figura 4).
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c) Glu

Figura 4. Mecanismo de la a-amilasa en la reaccién de hidrdlisis.

Se muestra la reaccién de hidrdlisis de la enzima amilasa por medio del mecanismo de
doble desplazamiento. En un primer paso el acido glutdmico actia como 4acido al donar su
protén para la ruptura del enlace a (1 = 4) entre la glucosa y el resto del polimero
representado por la letra R, en este paso es liberado R-OH (A) a la par el dcido aspartico
forma el intermediario enzima-sustrato (B). El acido glutdmico actua como base al
recuperar un hidrégeno de una molécula de agua; ésta molécula sin su protdén sera el
nucledfilo que libere al residuo de glucosa de la enzima dejando al acido aspartico con una
carga negativa, restaurando asi a la enzima (C).

Transglicosilacion

La transglicosilacidn consiste en la transferencia de una glucosa a otro sacarido, siendo
utilizado este ultimo como aceptor en lugar de agua, para la formaciéon de un nuevo
enlace glicosidico a (1 = 4). Esta reaccion en las amilasas sigue el mecanismo de
desplazamiento realizado entre los residuos carboxilos de dos aminoacidos.

El mecanismo de reaccién, hasta la formacion del complejo covalente enzima-sustrato es
el mismo descrito previamente en la reaccion de hidrélisis. Posteriormente, el glutamato
extrae el protén de un carbohidrato en lugar de una molécula de agua, otorgandole el
caracter nucleofilico para que pueda realizar una sustitucidon nucleofilica liberando el
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aspartato del residuo glicosidico y formando asi el enlace a (1 = 4) entre la glucosa que

participé en la formacion del complejo enzima-sustrato y la molécula glicosidica entrante,

dejando a la enzima libre'? (Figura 5).

Asp
4
/O" OH
\ —
HO™™ . g HO
HO
O______hR -
(=] -

b) Glu

Glu
CH
c)

Figura 5. Mecanismo de o-amilasa en la reaccion de transglicosilacion.

\sp

Se muestra la reaccién de transglicosilacién de la enzima amilasa por medio del

mecanismo de doble desplazamiento. El mecanismo es idéntico al mostrado en la figura 4

hasta el paso “B”. Al tener presentes sacaridos en el medio, éstos pueden entrar en lugar

del agua al sitio catalitico de la enzima, donde el dacido glutdmico substraerda su

hidrégeno, volviendo a esta nueva glucosa en un buen nucleéfilo para atacar el enlace

enzima-sustrato y formar un nuevo enlace a (1 = 4).

Esta reaccion puede darse en conjunto con la de hidrdlisis al ser una reaccion reversible.

La afinidad del sitio activo por agua o por otras cadenas de sacaridos, determina la

preferencia de la reaccién catalizada por la enzima.
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Alcohdlisis

En esta reaccion la enzima a-amilasa cataliza la transferencia de una molécula glicosidica a
una molécula de alcohol usado como aceptor glicosidico en lugar del agua. La reaccion de
alcohdlisis requiere de una concentracion efectiva alta de alcohol (butanol, terbunanol o
isobutanol) en el medio. El mecanismo de reaccién es igual a los antes descritos en las
reacciones de hidrdlisis y transglicosilacién variando Unicamente en que la molécula
desprotonada por el glutamato para realizar la sustitucidon nucleofilica final es un alcohol,
formando un enlace glicosidico entre la glucosa y el alcohol dando lugar a la sintesis del
alquil glicdsido*?

/o0

~———
-
c)

Glu
Figura 6. Mecanismo de a-amilasa en la reaccion de alcohdlisis.
Se muestra la reaccion de alcohdlisis de la enzima amilasa por medio del mecanismo de
doble desplazamiento. Esta reaccién se da por el mismo mecanismo descrito en la figura
4 y 5, hasta la formaciéon del complejo enzima-sustrato donde un alcohol serd activado

mediante la desprotonacién por el 4cido glutamico para realizar el ataque nucleofilico del
enlace enzima-substrato y generar asi el alquil glicésido.
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Almidon

El almidén, después de la celulosa, es el polisacdrido que se encuentra en mayor
abundancia en la naturaleza, procedente de la polimerizacién de la glucosas unidas por
enlaces glicosidicos entre el hidroxilo del carbono 1 y el hidroxilo del carbono 4. La
orientacion espacial de este enlace es determinada por la configuracién (o o B ) del
carbono anomérico de la glucosa teniendo relevancia en la estructura del polisacarido
resultante y a su vez determinando la funcién bioldgica que éste posea®.

La formula empirica del almiddn es (CsH100s)n, con un peso molecular (164,14),donde “n”
posee intervalos de 300-1000 unidades, teniendo un pH de 6,0 a 7,5. Estructuralmente el
almidoén es un entrerramado de amilopectina y amilosa, ambos polimeros de glucosa. La
amilosa se conforma por cadenas lineales de glucosas unidos por enlaces glicosidicos a (1
- 4) mientras que la amilopectina forma cadenas ramificadas al poseer también enlaces
glicosidicos a (1 = 6)* (Figura 7).

El almidén es de gran importancia econdmica ya que es ampliamente utilizado en la
industria alimenticia como aglutinante, gelificante y conservador, asi como en la
texturizacién y consistencia de alimentos. Ademas, a partir de su hidrdlisis se obtiene
glucosa que puede ser utilizada directamente o mediante invertasa, trasnformada en
fructosa para jarabes fructosados utilizados en la industria refresquera. En la industria
farmacéutica se utiliza como cohesivo, relleno y desintegrante de la cdpsula de farmacos,
haciendo uso de su propiedad de absorcién del agua. Otros usos que se hacen del almidén
es para la fabricaciéon de adhesivos o empaques biodegradables?3. Puede formar micelas
hidratadas gracias a que forma puentes de hidrégeno con moléculas vecinas.

El almiddn es insoluble en agua fria pero puede llegar a ser soluble al calentar la mezcla a
temperaturas alrededor de 85 °C obteniendo una solucidn coloidal donde empieza la
gelificacion de los granulos de almidéon y es aqui donde comienza la lixiviacién de la
amilosa. Es a estas temperaturas cuando el almidén queda disponible para la mayoria de
los procesos industriales. Por eso, es preciso contar con enzimas termoestables que
procesen el almiddn y que sean capaces de resistir las exigencias que el proceso demanda.
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Figura 7 Componentes del almiddn

Muestra los dos componentes que conforman el almidén. La amilopectina, constituida por
cadenas de glucosas unidas por enlaces a (1 = 4) entre el carbén anomérico y el carbono
4 y ramificadas por medio de enlaces a (1 = 6). La amilosa esta conformada por cadenas
lineales de glucosas unidas por enlaces a (1 =2 4).

Thermotoga maritima

Thermotoga maritima es una de las pocas eubacterias gramnegativas hipertermdéfilas que
existen y una de las mas estudiadas debido a su capacidad de divisidn a temperaturas
mayores a 90°C 24, crece en rangos de temperatura que van de 55°C a 90°C teniendo una
temperatura éptima de crecimiento de 80°C.
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Su genoma, de un Unico cromosoma circular, cuenta con 1,860,725 pares de bases y su
analisis reveld6 numerosas vias involucradas en la degradacién de azlcares asi como
también una posible trasferencia lateral de genes entre esta bacteria y la rama archea®.
Esta bacteria es capaz de metabolizar tanto carbohidratos simples como complejos como
por ejemplo almidén, celulosa, sacarosa, glucosa vy xilano, fermentandolos
predominantemente a acetato, CO, y H»?°. Estas caracteristicas han colocado a
Thermotoga maritima como una potencial fuente de produccién de hidrégeno bioldgico
gue puede ser usado como fuente de energia a partir de biomasa vegetal.

Thermotoga maritima es un organismo flagelado, que no forma esporas, estrictamente
anaerobio, en forma de barra que muestra una envoltura unica. Se encuentra
naturalmente en lugares geotermales del suelo marino?’. El linaje de esta bacteria ha sido
catalogado evolutivamente como uno de los mas lentos de las eubacterias debido a la
filogenia de una de sus subunidades ribosomales?®?>, En la actualidad los
microorganismos aislados de fuentes geotérmicas se encuentran bajo intenso estudio por
el potencial biotecnoldgico de sus enzimas al estar adaptadas a muy altas temperaturas o
a las condiciones mas extremas, conteniendo funciones cataliticas deseables. Este es el
caso de las amilasas producidas por este microorganismo, ya que por las condiciones de la
solubilizacion del almidén, es deseable que su procesamiento pueda ser llevado a cabo
por una enzima termdfila.

Mutacion y mutacion sitio dirigida

La evolucion bioldgica a través de la variacion genética, producto de la mutacién y la
seleccion natural de los individuos, ha adaptado a miles de proteinas, cuya estructura
estd definida directamente por la secuencia de bases de los genes, para que cada una
realice una funcién especifica o bajo ciertas condiciones distintas a las demas?°.

Una mutacion se define como el cambio o alteracién en la secuencia de ADN de cualquier
organismo, modificando su genotipo y potencialmente las caracteristicas de éste al
cambiar una o varias bases. Las mutaciones, ya sea las de naturaleza espontanea o
inducidas, favorecen la diversidad genética dando lugar a la evolucién. Las mutaciones
inducidas son provocadas por agentes quimicos, fisicos y bioldgicos®.

A lo largo de los afios, han surgido técnicas para poder modificar a voluntad las proteinas,
entre las que destacan la mutagénesis sitio-dirigida. Esta técnica nos permite modificar la
secuencia de aminoacidos dentro de la proteinas, revelando la relacién que guarda la
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secuencia, estructura y funcién del polipéptido?®. Al modificar una proteina por esta
técnica podemos cambiar aspectos de ésta, como su funcién, estabilidad, especificidad de
sustrato etc.

La mutacién sitio dirigida nos permite cambiar la secuencia dentro de un gen de un
fragmento clonado de ADN en un sitio especifico por medio de insercién, delecién o
sustitucion de bases3?!, permitiéndonos estudiar regiones concretas dentro de la proteina,
dilucidar la participacidon que tiene cada aminodcido dentro de la estructura proteica asi
como su participacion dentro de la funcion que ésta realiza32. Estos cambios pueden ser
utilizados para suprimir o cambiar la expresién de un gen en particular.

La mutagénesis sitio dirigida requiere de la separacion de las hebras complementarias de
ADN para posteriormente incorporar oligonucleétidos sintéticos que son casi totalmente
complementarios a la cadena de ADN utilizada como templado y que contiene la region
del gen que se desea modificar, con un cambio de bases(s) en el codén a modificar y que
al hibridar y al ser extendidos con la ADN polimerasa insertaran ese cambio dentro de la
secuencia del gen dando paso a la mutacion3133:34:35,

Mega primer

La mutacion sitio dirigida puede ser llevada a cabo por el método de mega primer descrita
por primera vez por Kammann et al. (1989)3%, y requiere de la participacion del
oligonucleétido mutagénico y dos oligonucleétidos flanqueadores para la sintesis del gen
completo a mutar con dos rondas de PCR*.

Dentro de la primera reaccién de PCR participa el oligonucleétido interno que contiene la
mutacion deseada y un oligo flanqueador que hibrida dentro del vector en la hebra
contraria a la que hibrida el oligonucleétido mutagénico. Esta reaccidn dara como
producto el megaprimer que es de mayor tamafo a los oligonucledtidos participantes.
Este producto es purificado por electroforesis a través de un gel para posteriormente ser
utilizado como cebador en una segunda reacciéon de PCR utilizando el oligonucledtido
flanqueador contrario al de la primera reaccion para completar la totalidad del gen?”.

Esta técnica sintetiza a su vez ADN silvestre junto con el ADN que posee la mutacién
inducida, encontrandose ésta ultima en un porcentaje teoricamente mayor al 90% puesto
que el fragmento mutagénico se produce exponencialemnte en cada ciclo y siendo posible
su identificacion por medio de secuenciacidn de un nimero pequefio de clonas3?.
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Antecedentes

Se ha estudiado la capacidad de las endoglicosidasas, entre ellas a-amilasas de algunos
microorganismos como Aspergillus oryzae y Aspergillus niger, de trasferir residuos de
glucidos de bajo peso molecular a alcoholes, como metanol, etanol y n-butanol, propiedad
que se ha visto limitada en las enzimas hidroliticas3®3°. También se ha visto esta capacidad
en algunas exoglicosidasas como [-amilasa o la glucoamilasa pero al generar productos de
menor peso molecular, para algunos fines especificos son preferidas las endoglicosidasas
con excepciéon de a-amilasas maltogénicas o sacarificantes, efecto que se presume esta
relacionado a diferencias de afinidades en subsitios de unidn al sustrato®®4:,

Hasta la fecha, se han identificado 3 amilasas dependientes de Ca?*en el microorganismo
hiperterméfilo Thermotoga maritima, AmyA*?, AmyB* y AmyC*, variando en sus
temperaturas éptimas en 85°C, 70°C y 90°C, respectivamente. AmyA es la Unica de estas
tres amilasas que ha sido encontrada en el medio extracelular y la Unica caracterizada con
diferentes sustratos*#!%'7. Las otras han sido encontradas intracelularmente. Ademas se

ha identificado que AmyA de Thermotoga maritima es capaz de generar alquil glicésidos
17

La ingenieria de proteinas busca disefiar mutaciones en los lugares correspondientes
donde se obtenga un efecto sobre alguna particularidad de la proteina, basandose en la
relacion que guarda la secuencia, estructura y funcion de ésta®.

El grupo de Saab et al. (1999)* ha reportado que al mutar la alanina-289 a Tirosina,
aminodacido ubicado cerca del sitio activo, en la a-amilasa de B. stearothermophilus, fue
posible producir una proteina con capacidades alcoholiticas, ademas de alterar otros
aspectos como el perfil de pH de la enzima. Esta mutacién sustituye a un residuo
hidrofébico por otro, pero de un tamafo mayor al tener la tirosina un anillo dentro de su
arreglo quimico.

Al ir aumentando el nimero de secuencias y estructuras 3D resueltas gracias a la
implementacién de técnicas como cristalografia de rayos X o la resonancia magnética
nuclear (NMR), se han innovado metodologias como los andlisis comparativos con valor
predictivo capaces de derivar nociones generales acerca de la estructura de las
moleculas*’, asi como también identificar residuos especificos y la funcidon que
desempefian dentro de la catdlisis enzimdtica®®. Entre estas metodologias se encuentra el
disefio de mutaciones basadas en posiciones de residuos homodlogos, tomando en cuenta
la polaridad y geometria del sitio activol’. Asi, ha sido posible modificar la actividad de
transglicosilacién en la enzima neopullunasa bajando la afinidad de la enzima por
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moléculas polares como el agua, incrementando asi la concentracién efectiva de sustratos
menos polares en el sitio activo*®°. Este efecto también se ha logrado impidiendo la
entrada de agua al sitio catalitico de la enzima, modificando la geometria de éste para

forzar a la enzima a utilizar otro aceptor39'/,

Al comparar alineamientos de multiples secuencias de enzimas hidroliticas y sacarificantes
asi como también comparaciones estructurales, Damian-Almazo et al. (2008)!’ pudieron
identificar residuos de aminodcidos aromaticos, que no se encontraban dentro de la
secuencia conservada de la a-amilasa de Thermotoga maritima, implicados en la actividad
de alcohdlisis. Al hacer esta comparaciéon de secuencias se pudo identificar una glutamina
en la posicién 222 dentro de la secuencia proteica, este aminoacido es conservado en las
enzimas transglicosidicas, mientras que en las enzimas hidroliticas, el residuo que
pertenece a esa posicion es una histidina. Al mutar la histidina en la posiciéon 222 de la
enzima hidrolitica a-amilasa de T. maritama por la glutamina observaron un incremento
en la actividad de alcohdlisis y una disminucion en la actividad de hidrdlisis. Este cambio
cae en el dominio B de la amilasa, el cual participa en la unidn al sustrato.

Partiendo de que la secuencia de proteinas homdlogas contiene informacién relevante
gue permite identificar los residuos importantes para la catalisis, el alumno de doctorado
Rodrigo Alejandro Arreola Barroso, desarrollé un algoritmo basado en frecuencias que
propone encontrar aminoacidos implicados en actividades especificas como es la
capacidad de transferencia molecular. Este algoritmo compara mapas de contactos que
nos muestran en 2D el acomodo espacial de los aminoacidos de una estructura proteica
plegada3D. Comparando varias enzimas con estructuras similares pero que divergen en su
actividad, estabilidad, especificidad hacia sustrato, etc. se pueden identificar de manera
sistematica los residuos en que difieren para enfocar los esfuerzos de mutagénesis hacia
éstos. A través de este analisis se identificé que en las enzimas con mayor actividad
transglicosidica presentan una Phe en lugar de lle en la posicion 126.
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Justificacion

Cada vez es mas frecuente el uso de enzimas para la sintesis de compuestos debido a la
alta especificidad y estéreo selectividad de éstas y a que en muchos procesos las enzimas
pueden ser fijadas en una matriz ddndoles la ventaja de poder ser utilizadas repetidas
veces, a diferencia de utilizar un proceso quimico en que la purificaciéon del producto en
medio de una mezcla muy compleja de subproductos puede elevar considerablemente el
costo. Sin embargo, las enzimas estan adaptadas para realizar reacciones especificas bajo
condiciones naturales, por lo que en la mayoria de los casos es necesario modificarlas a
través de ingenieria de proteinas para adaptarlas a condiciones de reaccion diferentes o
incluso para realizar reacciones diferentes.

En el presente proyecto se implementd el uso de una a-amilasa para la produccién de
alquil glicésidos, productos de un alto valor agregado utilizados como emulsificantes en
las industrias de alimentos, farmacéutica y alimenticia, a partir de almiddn. El uso de una
amilasa de naturaleza hiperterméfila, como es el caso de la enzima proveniente de
Thermotoga maritima, es un excelente punto de partida ya que puede cumplir con las
exigencias industriales para el procesamiento del almidén que requiere temperaturas
mayores a 80 °C. Sin embargo, la reaccién de alcohdlisis no es la reaccidén natural de esta
enzima, por lo que es deseable incrementar esta actividad sobre su actividad natural que
es la hidrdlisis. Para tal fin el alumno de doctorado Rodrigo Alejandro Arreola Barroso ha
desarrollado un algoritmo cuyo propdsito es identificar aminoacidos que al ser mutados
incrementen la actividad de alcohdlisis. La construccion y caracterizacion de las mutantes
propuestas permitiran contribuir al estudio de esta metodologia que promete ser mas
precisa y sistematica que las utilizadas hasta la fecha.
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Objetivos

Objetivos generales

Contribuir a la evaluacién del algoritmo basado en frecuencias desarrollado para la
identificacion de mutantes que favorezcan las reacciones de alcohdlisis.

Objetivos particulares

Disefio de oligonucledtidos mutagénicos a partir de un andlisis para identificar blancos a
mutagenizar.

Construccion de los genes mutantes de AmyA de Thermotoga maritima.
Produccidn y purificacién de las enzimas mutantes y la silvestre de AmyA.

Caracterizacién de las mutantes en las reacciones de hidrdlisis, transglicosidacion y
alcohdlisis.

Comparar la actividad de la enzima silvestre con la de las mutantes.

Metodologia

Identificacion de aminoacidos para mutagénesis

El algoritmo para identificacién de posibles residuos para mutagenizar comparé enzimas
gue tenian una importante actividad transglicosidica contra enzimas amilasas hidroliticas.
Al analizar los datos se encontrd que la fenilalanina en la posicion 126 estaba favorecida
dentro de las enzimas transglicosidicas, por lo que se opté por mutar la isoleucina que caia
en esta posicion dentro de la secuencia de la a-amilasa para integrar la fenilalanina a su
composicidn proteica.
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Disefio de Oligonucledtidos mutagénicos

Se disend el oligo haciendo uso del software serial cloner, para generar el cambio de
isoleucina en la posiciéon 126 de la secuencia proteica por fenilalanina (1126F) cambiando
el codén ATC en la posicion 783-785 del gen por TTT, mutando dos bases.

El oligonucledtido mutagénico se disefid de manera que contuviera caracteristicas que
ayudarian al alineamiento y a la especificidad de unién a la cadena complementaria del
templado en la PCR, considerando también no tener complementariedad consigo mismo
para evitar estructuras secundarias no deseadas a causa de hibridaciones intracadena,
cuidando aspectos como el contenido de bases nitrogenadas para obtener una
temperatura de fusién (Tm) adecuada. Este ultimo puede llegar a estimarse siguiendo la
formula Tm = 2(A+T) + 4(G+C), donde una unidén de adenina con timina y una unién con
guanina y citosina contribuirian a un aumento a la Tm de 2°C y 4°C, respectivamente. La
construccion de la mutacion se realizé sobre el plasmido pET3a/AmyAl’construido en el
laboratorio en trabajos anteriores, y utilizando el oligo universal T7 como oligo
flanqueador que hibrida sobre el plasmido para realizar las construcciones, de manera que
la Tm fue propuesta en 57°C como temperatura aunque no opnima, apropiada en
consideracién a los dos oligonucleétidos.

El oligonucledtido se mandé a sintetizar en la unidad de sintesis y secuenciacién de ADN
del instituto de biotecnologia (IBT).

El oligo disefiado tenia la secuencia GTGTGGTTAAACACGAGATCCATTATTACCT en direccién
5’-3’ e hibrida con la cadena 3’-5’ del templado a mutar (Figura 8).
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5* taaaggtaataatggatctcgtyg aaccacaca

s » & e s e

3’ atttccattattacctagagcac ttggtgtgt

[TccaTTATTACCTAGAGCAC—TTGGTGTG|
AAA T
Primer mutagenico 1126F

Figura 8. Oligonucleétido mutagénico 1121F.

Muestra el oligonucledtido mutagénico (resaltado en morado) que da el cambio de
codén (remarcado en rojo) que sustituye una isoleucina por una fenilalanina en la
posicién 126 de la secuencia proteica.

Construccion de Megaprimer (mutagénesis sitio dirigida)

Las mutantes de AmyA de T. maritima se construyeron usando la técnica de mega primer
descrita por primera vez por Kammann et al. (1989),utilizando como oligonucledtidos
externos al T7 forward y al T7 de terminacién (Figura 9).

En una primera reaccién de PCR se utilizo el oligo mutagénico junto con el oligo universal
T7 reverso y el gen clonado de AmyA en el vector comercial pET3a (Novagen) para la
sintesis del megaprimer empleando un termociclador T100™ (BIO-RAD) bajo las siguientes
condiciones:

Condiciones de la PCR:

Tabla 2. Condiciones PCR Megaprimer

Templado: pET3a - AmyA WT 4 uL
Oligo Fw:Mutagénico 1126F 6 uL
Oligo Rv: T7(10 picomol/ pL) 5uL
Polimerasa:PFU 5uL
dNTP’s 2.5 mM 10 pL
Buffer 10 uL
H,O 60 pL

Condiciones del termociclador:
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Tabla 3.Condiciones Termociclador

95°C 2:00 min 1 ciclo
94°C 0:30 min

57°C 0:30 min 25 ciclos
68°C 0:45 min

68°C 0:30 min 1 ciclo
4°C oo 1 ciclo

! 200' 300' COOI 500'

T7 promoter

Mega primer '126F
$38bp

Amplify
PCR

PCR MEGA !126F
Figura 9. PCR Mega primer 1126F
En esta imagen se explica la PCR para la sintesis del megaprimer, utilizando como

templado el pET3a-AmyA. Se utiliza el oligonucledtido que contiene la mutacion 1126F
(marcado en azul) y el T7 Rv (marcado en verde), la reaccién darda como producto el
megaprimer con una longitud de 538pb (morado).
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La sintesis del megaprimer se verific6 mediante electroforesis utilizando gel preparativo
de agarosa al 1%, utilizando como amortiguador una solucién de Tris-acetato 40 mM,
EDTA 1 mM (TAE 1x) y haciendo uso del equipo de cdmara de electroforesis y power pac
300 (BIO RAD) como fuente de poder corriéndolo a 200V por 10min (Figural3).

La banda del megaprimer se cortd y se le adiciond 150l de solucién amortiguadora para
unién, calentandolos a una temperatura de 80°C hasta que se fundié la agarosa. La
solucion resultante se purific6 empleando el Kit para purificacion de productos de PCR
(ROCHE) de columna de silica, que se basa en la adicidon de iones caotrdpicos, creando un
entorno hidrofébico alrededor del ADN y que bajo estas condiciones hidrofébicas, los
acidos nucleicos se unen perfectamente a la membrana de silica mientras que las
proteinas y otros contaminantes no se unen, por lo tanto, son eliminados de la muestra
durante los pasos de lavado. Posteriormente, los acidos nucleicos se eluyen de la
membrana de silica mediante tampones de elucién con baja concentracién de sales o
simplemente agua.

Se centrifugd y se desechd la solucién que paso por la columna de silica. Las columnas se
lavaron con 200ul de solucién amortiguadora de lavado centrifugdndolas posteriormente
durante 1 min. EI ADN se recuperd con 50 pl de agua mili Q.

Se midié la concentracidon del megaprimer con 1ul de muestra en el espectrofotometro
nanodrop 2000c (THERMO SCIENTIFIC) a una longitud de onda de 260nm (Tabla 4).

El nanodrop es un espectrofotémetro que mide longitudes de onda que van desde los 220
nm a los 750 nm. Una de las caracteristicas de esta tecnologia de nueva generacion es que
so6lo utiliza una gota de muestra, no requiere de una celda y el software calcula
automaticamente las concentraciones de las muestras analizadas, siguiendo las siguientes

relaciones.

Tabla 4. Relaciones Nanodrop

Acidos nucleicos 1 A260nm =1 OD ADN =50 pg/ml

1 A260nm = 1 OD RNA =40 pg/ml

Proteinas 1 A280nm =1 mg/ml
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Construccion de genes mutantes

Para la construccion de los genes mutantes de la amilasa se utiliz6 como templado el
vector con el gen silvestre de la a-amilasa y el vector que contenia el gen de la amilasa con
el cambio de la histidina por la glutamina en la posicién 222(H222Q).

El megaprimer previamente purificado se utiliza en esta segunda reaccién de PCR para
completar el gen junto con ambos templados. Dando como resultado dos secuencias
distintas, la que fue puesta con el templado silvestre de AmyA traduciria a una proteina
con la mutacién 1126F (AmyA-F), en cambio la que fue puesta con el templado que ya
contenia la mutacién H222Q daria como resultado una enzima amilasa que contendria dos
mutaciones, la 1126F y la H222Q (AmyA-FQ).

Para la construccién de los 2 genes mutantes completos de a-amilasa se siguidé una
estrategia donde en una primera fase de la PCR se afiade la mezcla (Tabla 5) de la reaccién
junto con el megaprimer (Oligo Fw) para asegurar su acoplamiento a los templados y en
una segunda fase de la PCR se le aflade el oligonucleétido T7 Rv que hibrida en el vector
pET3a para la sintesis del gen completo de la amilasa.

La PCR se realizé un termociclaodor (BIO RAD termal cicler T100™, bajo las siguientes
condiciones:

Tabla 5. Condiciones PCR para completar el gen de la amilasa

AmyA-F mix AmyA-FQ mix

Templado: pET3a- | 3 ul Templado: pET3a-AmyA- | 3 ul
AmyAW?t Q

Oligo 10 ul Oligo 10 ul
Fw:Megaprimerl126F Fw:Megaprimerl126F
Polimerasa:Taq 6 ul Polimerasa:Taq 6 ul
dNTP’s 2.5 mM 10 pl dNTP’s 2.5 mM 10 wl
Buffer(10x) 10 ul Buffer(10x) 10 ul
H20 56 ul H20 56 ul

Nota: se tuvo que usar un exceso de megaprimer, se observd que a concentraciones mas
bajas la reaccién de PCR era ineficiente.
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Condiciones del termociclador para ambas reacciones:

Tabla 6 Condiciones del termociclador para completar el gen de la amilasa

95°C 2:00 min 1 ciclo
95°C 0:40 min

60°C 0:40 min 10 ciclos
72°C 1:00 min

Se le agregd 5ul del oligonucleétido T7 Rv a ambas reacciones y se continuo con la
segunda fase del PCR

95°C 0:40 min
57°C 0:40 min 25 ciclos
72°C 2:00 min

El producto de PCR se analizé mediante gel preparativo de agarosa al 1%, el gel se corrid
en un equipo 250EX (LIFE TECHNOLOGIES) a 120V por 15 minutos, utilizando una solucién
amortiguadora 1x de Tris-acetato 40 mM, EDTA 1 mM (TAE 1x). Se comprobd el éxito de la
reaccion al tefir el gel de agarosa con bromuro de etidio y al ser analizado en el
transiluminador Gel Doc EZ Imager (BIO RAD) bajo luz UV (Figura 14).

Se cortaron las bandas del tamafio correspondiente al gen de la amilasa (1.6kb) y se les
adiciond 150 ul de solucidon amortiguadora de unién. Las mezclas se calentaron a 80°C
hasta que se licué la agarosa, las soluciones resultantes se purificaron utilizando el kit de
purificacion Roche de columna de silica. Se centrifugaron las columna en el equipo
centrifuga 5415 D (eppendorf) para eliminar las soluciones amortiguadoras del kit de
purificaciéon vy se le adiciond 700ul de solucién amortiguadora de lavado, posteriormente
se centrifugo la columna a 1000 rpm por 1 min recuperando el ADN en 90 pl de agua
miliQ.

Digestion y Ligacion enzimatica

Para la ligacion se purificd de células XLIBlue el plasmido pET22 que tiene un gen B-
lactamasa que confiere resistencia a ampicilina (Figura 10), y que adiciona al momento de
la traducciéon una cola de histidinas al final de la proteina. El plasmido se purificd por
medio del kit de purificacidn de plasmidos Roche.
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Se tomaron 86 ul de cada gen purificado de la amilasa (AmyA-F y AmyA-FQ) y el plasmido
comercial pET22. A cada reaccién se le adicioné 10 pl de Solucién amortiguadora 10X (2
Biolabs) junto con 2 pl de las enzimas de restriccién Hindlll y Ndel. Las reacciones se
dejaron incubar a 37°C durante toda la noche. Poner los productos de la digestion con las
mismas enzimas de restriccion generan terminales cohesivas y complementarias entre el
vector y el producto de la reaccidn de PCR haciéndolos aptos para una posterior ligacidn
(Figura 10).

Ndel HindlIl Ndel Hindill
(s203) (5316) (10} (1677) Nr.}e[ Hini:iTTI
Vector ) Insert _). Product
5380 bp + ( 7047 bp )
-
...taca agettge. .. tatgAA. . .AAa ...tacatatgAA...Afaagcttge. ..
...atgtat acg... acTT...TTttcga ...atgtatacTT...TTttcgaacg...

Figura 10. Sitio de corte de las enzimas de restriccidon Hindlll y Ndel

En la parte superior de la imagen se aprecia el modelo del pET22 con las ubicaciones del
lugar de corte de Ndel y Hindlll asi como el fragmento que resultaria de esa digestiéon
marcado en azul claro. En azul fuerte se muestra el de resistencia a ampicilina. En verde se
muestra los sitios de union de los oligo T7. En la parte inferior se muestran los sitios de
acople cohesivos creados por las enzimas Ndel y Hindlll entre el inserto (rojo) y el vector
(negro), asi como los distintos tamafos de los componentes y de la construccién del
plasmido.

Se comprobd la digestion mediante su corrida en gel agarosa (Figura 15).

Las digestiones fueron purificadas por geles de agarosa para separar el fragmento de
interés corriéndolas a 120V durante 10 min, las bandas correspondientes fueron cortadas
para purificarlas mediante el kit de purificacién Roche por columna de afinidad de silica.
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Para la ligacion se utilizd una proporcion de 1 volumen de vector contra 3 de inserto,
tomando asi 20 ul y 60 ul respectivamente, junto con 20 ul de solucidn amortiguadora 5x
y 2ul de T4 ADN ligasa (New England Biolabs, Inc.) para las 2 reacciones. Vector e insertos
fueron puestos a ligar toda la noche a 16 °C y las ligaciones fueron posteriormente
purificadas por medio de precipitacién por alcoholes.

Los vectores ligados fueron separados de la solucion mezclandolos en vortex con
isobutanol para posteriormente centrifugarlos. Se quité cuidadosamente el disolvente
dejando alrededor de 50 ul de éste para no remover la pastilla de ADN.

El disolvente remanente se evaporé en el vacufuge marca eppendorf a presion reducida y
60°C. Una vez evaporado el remanente, se agregaron 3 ul de agua miliQ a cada tubo
eppendof para disolver los vectores ligados.

Trasformacion bacteriana

Se descongelaron en hielo células electro competentes MC1061 E.coli. Se tomaron los 3
ul de cada ligacion resuspendidas en agua y se les adiciond una alicuota de 50 ul de
células, los cuales se transfirieron cuidadosamente a celdas de electroporacion
previamente puestas a enfriar en hielo para evitar que las células perdieran competencia.

Las células fueron trasformadas por electroporaciéon usando un pulso con una diferencia
de potencial de 1.80V, recuperandolas en agitaciéon a 250rpm a 37°C en medio SOC
enriquecido con glucosa y magnesio por 1 hora (1 ml de medio).

Las células recuperadas se cultivaron en medio LB/Ampicilina, para seleccionar a las
células trasformadas ya que portan el gen de resistencia al antibidtico contenido en el
pPETT22. Las cajas se dejaron incubando a 37°C toda la noche.

Verificacion de clonas por medio de PCR de colonia

Se picaron todas las colonias que crecieron de la trasformacién con puntas de micro
pipeta.
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Las puntas fueron colocadas y agitadas en 20 pl de agua, durante 5 minutos en la campana
de flujo laminar para evitar contaminacion, para después ser puestas en 100 ul de medio
LB/Ampicilina.

Los 20 ul de agua de cada colonia picada fueron utilizados para la reaccién de PCR de
colonia, para asegurar la presencia del inserto. Se analizaron un total de 25 colonias. Se
utiliz6 temociclador robocycler infinity (STRATAGENE) para estas reacciones, las
condiciones de las PCR fueron las siguientes:

Mix para PCR colonia:

Tabla 7. Condiciones para PCR de colonia

Buffer 10X 3ul
dNTP’s 3ul
T7 Fw 2 ul
T7 Rv 2 ul
Templado colonia
H20 20ul
Tag ADN polimerasa 3ul

Condiciones del termociclador:

Tabla 8. Condiciones de termociclador para PCR de colonia

95°C 2:00 1 ciclo
95°C 0:30 30 ciclos
57°C 0:30

72°C 2:00

72°C 2:00 1ciclo
12°C oo 1 ciclo

La reaccién se puso con los primers T7 que hibridan fuera del gen, dando como resultado
de la PCR la totalidad del gen de AmyA de 1.6 Kb o un fragmento de 0.5 Kb para los que
contuvieran el vector religado permitiéndonos asi distinguir clonas que si tuvieran el gen
de aquellas que no (Figura 17). Se tomaron algunas de las fracciones de colonia en 100 ul
de LB con ampicilina de los plasmidos que contuvieron el inserto y se pusieron a crecer en
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4 ml de LB/Ampicilina 37°C 1 hora. Los plasmidos mutados junto con los plasmidos
parentales (AmyA-Wt AmyA-Q) almacenados se purificaron con el uso de columna de
afinidad con silica de ROCHE .

Los 4 plasmidos fueron secuenciados en la unidad de sintesis y secuenciacién de ADN
(USSADN) del instituto del IBT. Cumpliendo con los requerimientos se emplearon 10
picomolas de oligonucleétido y 500 ng del plasmido repartidos en 16 pul para 1 muestra.

Cada plasmido se secuencio con los oligonucledétidos flanqueadores (T7Fw y T7Rv) del gen
de la amilasa en el plasmido pETT22 , teniendo la secuenciacién en ambos sentidos, 5’-3" y
3’-5’, al ser complementarias entre si al momento de sobrelaparlas se obtiene la lectura
completa del gen.

El cromatograma de las secuenciaciones fue analizado inicialmente con el software FINCH
TV en caso de tener dudas por parte de la unidad de secuenciacion. Para analisis
posteriores se utilizod el programa mega 6.

Se alinearon las secuenciaciones con la secuencia de amilasa silvestre descargada de la
base de datos Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) en el programa Mega 6.
En este analisis se buscd que las secuencias no tuvieron cambios no deseados, que
contuvieran las mutaciones disefiadas y que contuvieran al final del gen los codones de las
colas de histidinas (HIS TAG) contenidas en el plasmido pET22. Las colas de histidinas
servirdn en etapas posteriores para la purificacion proteica por medio de columna de
afinidad a niquel (Figura 18).

Expresion de las variantes enzimaticas de a-amilasa

La trasformacion bacteriana en células Ca?* competentes fue por medio de choque
térmico. Avances recientes sugieren que la absorcion de ADN es facilitada por el Ca?t
presente en la superficie celular y el choque térmico crea poros permitiendo la entrada de
ADN hacia el citoplasma celular®?.

Se utilizo la cepa de E.coli ER2566 (proporcionada en el kit IMPACT™-CN de New England
BiolLabs) para la expresion de las 4 variantes de la amilasa contenidas en el plasmido
pET22.

Las células Ca?* competentes de E.coli fueron preparadas a través de lavados con cloruro
de calcio. Las células fueron centrifugadas repetidas veces para extraer el medio de cultivo
gue poseia el indculo, sustituyéndolo con la solucién de cloruro de calcio.
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Se tomaron 4 alicuotas de 30 pl de las células Ca?* competentes en tubos eppendorfy a
cada tubo se le agregaron 5 ul de pldsmido de cada variante de la amilasa. Los tubos se
dejaron incubando en hielo durante 30 minutos. Se precalentd un thermomixer compact
marca eppendorf a 42°C y una vez alcanzada esta temperatura se colocaron los tubo sin
agitar durante 2 minutos e inmediatamente fueron resuspendidos en 1 ml de LB y
colocados en hielo por 2 minutos. Las células fueron puestas a recuperar a 37°C a 250rpm
por 1 hora para después ser plaqueadas en medio LB/ampicilina, como método de
seleccion, incubandolas una noche a 37°C.

Se seleccionaron las colonias aisladas de cada variante de la amilasa para inocular un
preindculo de 10 ml de medio LB liquido suplementado con ampicilina a 200 mg/L
dejandolo a 37°C a 250 rpm. Estos cultivos se utilizaron para inocular un volumen de 250
ul de medio LB/ampicilina, el cual se incubd a 37°C con agitacidn a 250 rpm hasta alcanzar
una D.O de 0.6 a 600 nm. Una vez alcanzada esta densidad dptica se pasé el cultivo a hielo
para adicionarle isopropil-B-D-1-tiogalactopirandsido (IPTG) a una concentracion final de
0.2 mM como analogo no hidrolizable de la lactosa e inductor de la expresion genética.
Una vez agregado el IPTG, el cultivo se dejé crecer toda la noche a 18°C a 250 rpm.

Obtencion del extracto proteico

Las células se recuperaron del cultivo por centrifugacién a 9000 rpm durante 30 minutos
en una ultracentrifuga refrigerada SORVALL ST16R (Thermo scientific).

El pellet celular formado se resuspendié en 25ml de una solucién amortiguadora (Tris-HCL
50 mM, NaCl 150 mM, CaCl, 2 mM pH 7.5). Las células resuspendidas se colocaron en
hielo y se sonicaron para la ruptura de membrana permitiendo liberar asi el contenido de
proteinas citoplasmicas, haciendo uso del equipo BRANSON SONIFER 450 (VWR Scientific)
dandoles 8 pulsos a 70% de amplitud de 10 segundos haciendo pausas de 30 segundos. Se
tomaron alicuotas de 500 pl de cada variante para ser utilizadas posteriormente en gel de
electroforesis sodium dodecyl sulfate polyacrylamide (SDS-PAGE) para la separacién y
visualizacion de las proteinas totales contenidas en el extracto celular de las clonas de
E.coli.

Las células se calentaron a 85°C por media hora como una de las primeras etapas de
purificaciéon ya que gracias a la termoestabilidad de AmyA de T. maritima, fue posible al
ser desnaturalizado, una separacion parcial del resto proteico no termoestable de E.coli.
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Las células lisadas de cada variante de la amilasa se centrifugaron a 9000 rpm durante 30
min a 4°C haciendo uso de una ultracentrifuga refrigerada SORVALL ST16R (Thermo
scientific). Una vez centrifugado se recuperé el sobrenadante y se tomd una alicuota para
el gel de SDS-PAGE comparativo.

El gel de poliacrilamida se prepard en condiciones desnaturalizantes, lo que permite que
las proteinas pierdan su estructura 3D haciendo que la migraciéon dependa Unicamente de
la carga y el tamafio de la molécula. El agente desnaturalizante empleado fue el
detergente SDS.

El gel de poliacrilamida se hizo con las siguientes especificaciones dadas en la tabla 9:

Tabla 9. Especificaciones de gel SDS PAGE.

Gel Separador Empacador
ddH,0 0.958ml 1.03ml
30% Acrilamida 2.15ml 277l

1.5 M tris pH 8.8 1.2ml Oml

1.0 M tris pH 6.8 O ul 204ul

7.7% SDS 60ul 19ul

20% APS 35ul 20ul
TEMED 2ul 1.5ul

Se tomaron 25 ul de las muestras tomadas del sonicado y del sobrenadante obtenido
después de la centrifugacidn de cada variante proteica de la amilasa y se prepararon
adicionandoles 10 ul de amortiguador de carga para después calentarlas a 85°C durante 3
min. Las muestras se cargaron en el gel junto con un marcador de peso molecular
Precision Plus Protein (Bio-Rad).

Se dejaron corriendo por 2 horas a 150V en una camara de electroforesis para proteinas
Bio-Rad.

El gel fue analizado empleando un foto-documentador Gel Doc EZ imager marca Bio-Rad
(Figura 22).

La fraccidn soluble fue sometida a cromatografia liquida rapida para proteinas (FPLC) a
través de una columna de Ni%* utilizando un equipo Amersham Pharmacia Biotech P-920.
Las proteinas son retenidas por la columna de niquel por fuerzas electroestaticas entre
éste y las colas de histidinas. Las enzimas que no contenian las colas de histidinas fueron
eluidas utilizando un buffer que contenia TrisHClI 50cmM, NaClc300 mM, pH 8.0.
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Las proteinas que salian del FPLC fueron detectadas por un detector de luz UV, dandonos
un seguimiento del flujo total de las proteinas asi como también una estimacion de la
cantidad obtenida. Las proteinas de interés fueron eluidas con imidazol con un gradiente
que iba de 0-100% (25 a 300 mM ) en 8 min (Figura 23).

Las fracciones que mostraron mayor concentracién de proteina se juntaron y se
sometieron a didlisis con una solucién amortiguadora 50 mM Tris, pH 7.5, 100 Mm NaCl y
Ca®* a 2 mM (Figura 24).

Las dialisis se dejaron 12 hrs en cuarto frio y en agitacion continua, se realizé un cambio
de buffer por la mafiana para dejarlo 3 horas mas.

Las proteinas dializadas fueron recolectadas y cuantificadas mediante el método de
Bradford. Se prepard una solucién con la proporciéon 1 volumen de reactivo de Bradford
con 4 voliumenes de H,0 MQ. Para la cual se realizé una curva estandar de calibracion a
partir de una solucion de albumina bovina de concentracién conocida.

De una concentracién de 1 mg/ml de albumina bovina se realizaron las siguientes
diluciones, la reaccién se hizo en 1 ml de la siguiente manera:

Tabla 10. Curva patron para la cuantificacion de proteina por el método de Bradford

Volumen 0 1 2 4 8
albumina (pl)

Solucién 1000 999 998 996 992
Bradford

Proteina(pg/ml) | O 1 2 4 8

Se leyd la absorbancia de cada punto a una longitud de onda de 595 nm utilizando como
muestra blanco el punto 0 ul de proteina. Los puntos se ajustaron a una recta que sirvid
para la cuantificacién de muestras experimentales por interpolacion en la curva (R>>0.9).

Para la preparacién de las muestras incégnita se procedid de igual forma como las
muestras de calibracién. Se tomaron dos voliumenes diferentes de cada variante de la
amilasa y se promediaron los resultados.
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Determinacidn de la actividad especifica

La actividad especifica para cada enzima se determind midiendo los azucares reductores
liberados por la hidrélisis de almidén después de la adicién de la enzima a la muestra en
diferentes tiempos de incubacién , de acuerdo al método DNSY’.

Estas reacciones se llevaron a cabo empleando 1 ml de una suspension con 10 mg/ml de
almidoén soluble (Sigma) y amortiguador Tris 50 mM, NaCl 150 mM, CaCl, 2 mM, pH 7
incubada a 85°C en un Thermomixer compact (Eppendorf).

A esta suspension se le adiciond la enzima purificada, dejdndose incubar a 85°C durante
12 minutos, lapso en el que se tomaron alicuotas de 50 ul cada 2 6 3 minutos a partir de la
adicién de la enzima (el cual se considera como tiempo cero), dependiendo de la
velocidad de despolimerizacion del almidon.

Estas alicuotas se vierten inmediatamente en eppendorf de 1.5 ml con 50 ul de acido 3,5-
dinitrosalicilico (DNS) con el fin de detener la reaccién al desnaturalizar las proteina. La
mezcla es calentada en agua hirviendo por 5 minutos para desarrollar el color generado
por la reduccién del acido 3,5-dinitrosalicilico a 4cido 3-amino-5nitrosalicilico por el grupo
carbonilo libre de los azucares reductores del almidén hidrolizado (Figura 11).

HO 0
OH
O OH

0

o]
HO + HO &
Oy N’”O O— HO
I O
0

acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS) glucosa acido 3-amino-5-nitrosalicilico acido gluconico

o=

Figura 11. Reaccion del acido 3,5-dinitrosalisilico

Se ilustra el modelo de reaccion del acido 3,5-dinitrosalisilico (DNS). Esta molécula de
color amarillo es reducida cuando esta en presencia de azlcares activados siendo
reducida a dcido 3-amino-5-nitrosalicilico cambiando su color a rojo cobrizo.

Después de enfriarse las muestras en hielo para evitar su evaporacion, se adicionaron 500
puL  de agua destilada. El color desarrollado por la solucién se midié
espectrofotométricamente a 540 nm. Después de relacionar la velocidad de formacién de
azucares reductores con la cantidad de enzima empleada y su concentracion, obtenemos
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la actividad especifica, expresada en términos de micro equivalentes de glucosa (umoles)
liberados por minuto por mL de amilasa.

Reaccion de hidrdlisis y alcoholisis

Para llevar a cabo las reacciones de alcohdlisis, se midié la actividad especifica de cada una
de las variantes justo antes de realizar el ensayo, se calculd el volumen necesario para
adicionar 20 U (umol por min por mL de amilasa) de cada enzima y se dejaron incubando
24 hrs en una solucién de almidén 100 mg/mL y butanol 10% v/v a una temperatura de
85°C. Después se dejé 24 hrs mas con un tratamiento donde se les adicioné 25 U de
glucoamilasa. Contando como tratamiento control una solucién de almidén sin butanol.
Los experimentos se hicieron por duplicado.

Para la construccién de una curva estdndar se prepard una soluciébn con una
concentracién de 10 mg/ml de glucosa y se realizaron las diluciones de acuerdo a la Tabla
11.

Tabla 11. Curva patron para la reaccion con DNS

Volumen glucosa(pl) 0 2 5 15 20
Buffer Tris pH 7.5( ul) 50 48 45 35 30
DNS (p!) 50 50 50 50 50

Al finalizar la reaccion de AmyA, se le agregd 25 U/mL de glucoamilasa (GA) dejando la
reaccidon por 24 horas mas. El tratamiento con glucoamilasa es utilizado para romper el
polimero de almiddn, llevando los productos idealmente hasta G1, ya sea unido en forma
de butil glucésido o de glucosa.

A cada enzima se le realizd por duplicado un tratamiento con y sin GA, contando como
grupo control un tratamiento en ausencia de butanol.
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Analisis de los sustratos y productos por TLC

El andlisis de los sustratos y productos de reaccidn se realizd cualitativamente mediante
cromatografia en capa fina de acuerdo a las técnicas convencionales en placas HPTLC de
silice gel 60 (10X10 cm) Merck, utilizando como sistema de elucion una mezcla
butanol/etanol/agua (30:50:20). El revelado de las placas se realizd por aspersién con una
solucion de a-naftol al 2.4% en una mezcla etanol/agua/H,SO4 (83:7:11) y calentando a
100°C durante 1 min (Figura 31y 32).

Analisis por HPLC de las reacciones de sintesis de butil glucésido
con AMYA

La identificacion de los productos de alcohdlisis y la cuantificacién del butil glucésido se
hizo por cromatografia liquida de alta presién (HPLC), empleando un cromatdgrafo
Waters-Millipore 510 con detector de indice de refraccion Waters modelo 410 y un
inyector automatico Waters 717 plus.

Se empleé una columna Thermo Scientific HypersilGold amino 250 x 4.6 mm, 5,
utilizando como fase moévil una mezcla de acetonitrilo:agua (80:20), a un flujo de 1
mL/min y con temperatura de 302C.

Todas las muestras fueron centrifugadas 15 minutos a 13,000 rpm previo al andlisis.

La cuantificacién del butil glucdsido (BG) liberado por la glucoamilasa se hizo calculando el
area de los picos arrojados por el software del HPLC (Figura 33).

Curva Michaelis-Menten

Al utilizar el procedimiento empleado para la determinacién de la actividad especifica,
pero variando la concentracién de sustrato permiten construir una curva de Michaelis-
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. ., Vmax|S
Menten, descrita por la ecuacién v=—[]
K+ [S]

la a-amilasa, al ser una reaccién de primer orden ya que su velocidad de reaccién depende

. La cual puede describir el comportamiento de

Unicamente de la concentracidén del reactante a la primera potencia y al no estar sujeta a
inhibidores que puedan intervenir en su catalisis>2.

Por medio de esta cinética se determinaran 3 magnitudes Km, keat Y Vmax que caracterizan a
una reaccién que siga la ecuaciéon de Michaelis-Menten y que ademds nos modelan el
comportamiento enzimatico en diferentes condiciones. Km se suele asociar a la afinidad
que tiene la enzima por su sustrato. Otra forma de interpretar esta magnitud es como una
medida de concentracién de sustrato requerida para que la enzima alcance la mitad de su
velocidad maxima. kcat es una medida de la formacién de producto en una reaccién
saturada (enzima siempre ocupada por sustrato) de manera que también nos muestra
cuantas veces la enzima transforma una molécula de sustrato por segundo. Vmax es la
velocidad maxima de la reaccion y sucede cuando todas las moléculas de la enzima estan
ocupadas con el sustrato. Es a partir de este punto en donde la velocidad de reaccién ya
no aumentard a pesar de que la concentracidon de sustrato si lo haga®>°3. Debido a que
una Km alta nos describe una baja afinidad de la enzima hacia su sustrato y ket nos indica la
velocidad directa de la enzima, una buena enzima tendra una Km baja y una ket alta

Kcat

permitiéndonos modelar asi una eficiencia catalitica con la ecuacion P
m

Concentraciones de sustratos:

e 0.1 mg/ml
e 0.2mg/ml
e 0.3 mg/ml
e 0.5mg/ml
e 1mg/ml
e 3mg/ml
e 6mg/ml
e 10 mg/ml.

A las soluciones de amortiguador/almidén se les adicioné un volumen de 10 pl de enzima
a intervalos de tiempo de 2 minutos para las concentraciones de 0.1 mg/ml, 0.2 mg/ml|,
0.3 mg/ml, 0.5 mg/ml y 30 segundos para las concentraciones de 1 mg/ml, 3 mg/ml, 6
mg/mly 10 mg/ml.
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Las pendientes de las velocidades iniciales para las concentraciones de sustrato 0.1
mg/ml, 0.2 mg/ml, 0.3 mg/ml, 0.5 mg/ml, 1 mg/ml, 3 mg/ml, 6 mg/ml y 10 mg/ml se
graficaron para la obtencidn de la curva de Michaelis-Menten . Cada prueba se realizé por
triplicado (Figuras 27-30).

Resultados

Con respecto a los objetivos particulares. El oligo mutagénico se construyé a partir del
disefio hecho utilizando el programa serial cloner, de manera que al ser extendido sobre el
templado de la amilasa insertara la mutacién 1126F, previamente seleccionada por
comparacion de mapas de contacto.

Figura 12 Modelo 3D de la mutacién 1126F

a) Muestra la estructura tridimensional de AmyA y la zona donde se realizard la mutacién
delimitada por un recuadro rojo. b) Se muestra el cambio de isoleucina por fenilalanina
causada por oligo mutagénico dentro del recuadro rojo de A)

La mutacion sitio dirigida fue construida por el método de mega primer°!. La longitud del
megaprimer de acuerdo al sitio donde se introdujo la mutaciéon es de 538 pb, se pudo
corroborar su sintesis por electroforesis en un gel de agarosa (Figura 13).
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Figura 13. Gel de electroforesis Megaprimer

Electroforesis en gel preparativo de agarosa al 1% para su posterior purificacion. Se
comprueba la sintesis del megaprimer con un tamafno de 538 pb ya que la banda de este
se encuentra en el orden de 500pb marcada por la escalera de peso molecular montada
en el lado derecho del gel. El gel se tifid con bromuro de etidio para poder observar las
bandas de ADN al iluminarlas con luz UV.

El megaprimer purificado se cuantificé con ayuda del nanodrop, dando como resultado
una concentracion de 38 ng/ul.

Para la segunda ronda de PCR, que daria como resultado la sintesis de ambos genes
modificados de la amilasa (AmyA-F y AmyA-FQ), se utilizé el megaprimer y el oligo T7 rv
con los templados silvestre y el templado que ya contenia la mutacion H222Q
respectivamente. Los productos se corrieron en geles de agarosa por electroforesis
revelando las bandas correspondientes al gen de la amilasa de 1709 pb para ambas
reacciones (Figura 14).
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Figura 14. Gel de agarosa que demuestra la sintesis del gen completo de la amilasa

Gel de agarosa preparativo con el inserto de AmyA-F a la izquierda y a la derecha AmyA-
FQ con un tamaio aproximado de 1.6 Kb corroborado por la escalera de peso molecular
montada a la izquierda del gel.

Se purificaron las bandas que correspondian al tamafio del gen completo de la amilasa y
se dejaron los genes de AmyA-F y AmyA-FQ al igual el pET 22 a digerir con las enzimas de
restriccion Hindlll y Ndel para crear extremos que sean complementarios entre el vector y
el gen.

Los fragmentos liberados de los insertos al ser digeridos son demasiados cortos para ser
observables en una electroforesis por gel de agarosa, sin embargo se pudo comprobar la
efectividad de la reaccidén por medio del fragmento liberado del pET22 ya que su tamano
es superior a 100 pb pudiendo ser observable en un gel de agarosa (Figura 15).
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Figura 15. Fragmentos liberados por la digestion enzimatica del vector pETT22

Gel de agarosa donde se aprecian los fragmentos del plasmido pETT22 de 5493 pb
sometido a digestidn con las enzimas de restriccion Ndel y Hindlll y el fragmento que es
liberado de un tamafio aproximado de 100pb marcado con un circulo rojo.

Después de las purificaciones correspondientes, los genes digeridos junto con el plasmido
se dejaron ligando con la enzima T4 ADN ligasa para la construccién del plasmido
completo (Figura 16).

378.388 668-677 SN0 WL

CGTGATCAAC AGCAGATATA
WT H222Q
668677
AGCACATATA
AmyA-WT AmyA-Q
378-388
CGTGTTTAAC AmyA-F AmyA-FQ :
1126F 3 ——

Figura 16. Representacion de las mutaciones dentro del plasmido con AmyA

Se aprecia las secuencias genéticas con las mutaciones correspondientes al cambio de
coddn asi como también las mutaciones que contiene cada proteina. Se muestra en azul
el gen de resistencia a ampicilina, en rojo el gen de la amilasa, en verde los sitios de unién
a los oligonucledtidos T7 y en amarillo la cola de histidinas (HIS-TAG).
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Una vez ligados los genes al vector, se purificaron las construcciones y se procedio a
realizar la trasformacion bacteriana por Shock eléctrico.

Los vectores pET22 con su correspondiente variante de amilasa, fueron introducidos por
medio de electroporacidon en células competentes de E.coli cepa ER2566 para sobre
expresion de estos. Las bacterias se plaguearon en medio con ampicilina como método de
seleccion y se dejaron creciendo toda la noche. Se obtuvieron 10 colonias para AmyA-F y
15 colonias para AmyA-FQ.

Para verificar que efectivamente las bacterias hubieran incorporado el plasmido con la
amilasa, se realizd PCR a todas las colonias obtenidas y aquellas que contuvieran el
plasmido fueron mandadas a secuenciar para verificar que la secuencia de ADN no tuviera
otros cambios ademas de los que fueron programados (Figura 17).

3Kb

3Kb
1Kb

1Kb

AmyA-F AmyA-FQ

Figura 17. Electroforesis en gel de PCR de colonia

La imagen muestra las electroforesis en geles de agarosa de las PCR de colonia para
discriminacion de las colonias que contuvieron el inserto de AmyA de 1.6 Kb de aquellas
que no. A a la izquierda tenemos la PCR de colonia de la trasformacién de AmyA-F, y a la
derecha la PCR de colonia de la trasformacion de AmyA-FQ. Las colonias encerradas
dentro de un circulo rojo son las que se eligieron para extraccién de plasmido y para su
posterior secuenciacion.

En las trasformaciones con la mutante AmyA-F se encontrd gran nimero de colonias pero
pocas poseian la banda que correspondia al gen de insercion. En cambio con la mutacion
AmyA-FQ (Fig. 17 D) sélo se observé una colonia que dio positivo al gen en la PCR.

Aunque no se manipularon los plasmidos de AmyA-Wt y AmyA-Q se mandaron a
secuenciar para verificar que no tuvieran ninglin cambio durante su tiempo de
almacenamiento.
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Los cromatogramas de las secuenciaciones se analizaron con los programas Finch TV y
Mega 6. Aqui se buscd que no hubiera otros cambios en su secuencia aparte de los
cambios disefiados en este trabajo (Figuras 18-21).

lI}

ATC=lle ) raveg
AmyA Wt

Figura 18. Cromatograma de la secuenciacion de AmyA-Wt

Se muestran fragmentos de la secuencia obtenida del cromatograma de la secuenciaciéon
del plasmido de la enzima amilasa silvestre (AmyA-Wt), se muestra en la imagen los
codones inmutados ATC en la posicion 382-384 y el codon CAC en la posicion 670-672 que
codifican a los aminoacidos isoleucina e histidina respectivamente. Ademds de la
secuencia que codifica para la cola de histinas con la repeticiéon del codon CAC al final de

la secuencia.
PIe bR Db lasdbeebnnad by ettt et
CTCGTGTTTAACCA GC'GC~~~GC C-""'GG GAGCAC CACCACCACCACCACTG
1047 1064
M
'1
: s .’I
1\ v
PRAN * Ao =3 -
TTT=Phe His Tag

AmyA Mut F

Figura 19. Cromatograma de la secuenciacion de AmyA-F

Se muestran fragmentos de la secuencia obtenida del cromatograma de la secuenciacién
del plasmido de la enzima amilasa mutada (AmyA-F), se muestra en la imagen el codén
donde fue insertada la mutacion TTT (anteriormente ATC) en la posicion 382-384 y el
coddn inmutado CAC en la posicidon 670-672 que codifican a los aminoacidos fenilalanina e
histidina, respectivamente. Ademas de la secuencia que codifica para la cola de histinas
con la repeticidén del codén CAC al final de la secuencia.
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Figura 20. Cromatograma de la secuenciacion de AmyA-Q

Se muestran fragmentos de la secuencia obtenida del cromatograma de la secuenciacion
del plasmido de la enzima amilasa mutada (AmyA-Q), se muestra en la imagen el codén
inmutado ATC en la posicion 382-384 que codifica isoleucina y el codon CAG donde en
trabajos anteriores fue introducido el cambio de aminoacido a glutamina en la posicién
670-672. Ademas la secuencia que codifica para la cola de histinas con la repeticién del
cododn CAC al final de la secuencia.

(FERSREREL S FHPTRN S B et b s Halle..
GC TGCAAAGCAGATATATGG GAGCACCACCACCACCACCACTG
671 : 1047 1064
A
!'
| f
J
¥ N | "-
TTT=Phe CAG=GIn His Tag

AmyA FQ
Figura 21. Cromatograma de la secuenciacion de AmyA-FQ

Se muestran fragmentos de la secuencia obtenida del cromatograma de la secuenciacidn
del pldsmido de la enzima amilasa doble mutante (AmyA-FQ), se muestra en la imagen los
codones mutados TTT en la posicion 382-384 y el coddn CAG en la posicién 670-672 que
codifican a los aminoacidos cambiados fenilalanina y glutamina, respectivamente. Ademas
de la secuencia que codifica para la cola de histinas con la repeticion del codén CAC al final
de la secuencia.

Las cepas conteniendo los 4 plasmidos de AmyA se almacenaron en glicerol para
contribuir a la biblioteca de mutantes de la a-amilasa del laboratorio.
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Las proteinas fueron exitosamente clonadas por trasformacion quimica y expresadas en la
cepa ER2566 de E. coli. Se purificaron las 4 variantes proteicas de AmyA por columna de
afinidad a Ni** en FPLC. Se corrieron muestras de las 4 proteinas en un gel de
poliacrilamida para verificar su pureza y para ver si la proteina efectivamente se
encontraba soluble (Figura 22). Las proteinas fueron almacenadas en refrigeracion a 4°C
para evitar pérdida proteica y utilizarla en estudias de actividad posteriores.

AmyA - Wt AmyA-F AmyA-Q AmyA - FQ

ET S ET S ET S ET S E
80KDa
58KDa

—— S E—

. e - —— 46KDa
32KDa
25KDa

Figura 22. Gel de SDS PAGE mostrando etapas de purificacion

Esta figura muestra la electroforesis en gel de SDS-PAGE de las variantes trabajadas de Ia
amilasa. Cada columna correspondiente a una variante diferente, en el lado izquierdo de
las columnas se encuentra el extracto total proteico y en el lado derecho se encuentra la
fraccién soluble. En el lado derecho del gel se encuentra la escalera de peso molecular.

El gel muestra que las variantes de amilasa si se expresaron al encontrarlas en el extracto
total proteico mostrado en el gel. A excepcion de la banda correspondiente a la fraccidn
soluble de AmyA-FQ todas las amilasas se encontraron en la fraccidn soluble descartando
asi que pudiera estar dentro de las proteinas precipitadas. Posteriormente se comprobd
gue la parte soluble de AmyA-FQ presentaba actividad de hidrélisis al dejarla
reaccionando en una prueba con almidén.

La fraccion soluble se purificé haciendo uso del FPLC utilizando un gradiente de Imidazol
para competir con las colas de histidina por la columna de afinidad. En total se cargaron
50 ml de cada proteina (Figura 23).
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Figura 23. Corridas de las 4 amilasas variantes de amilasa

Se muestran las corridas en el FPLC de las variantes de la amilasa trabajadas. La sefial
registrada por el detector de lampara UV se muestra en linea azul, en linea verde el
gradiente de imidazol y los recuadros rojos las fracciones colectadas en los con el nimero
de tubo.
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Se aprecia la totalidad de las proteinas que pasaron por la columna de niquel alrededor de
los 40 primeros minutos, de éstas solo fueron retenidas las amilasas ya que poseen las
HIS-TAG, el resto de las proteinas salieron en las fracciones de lavado que se desecharon.
Se observa que cuando es introducido el gradiente de inmidazol, la lampara de UV detecta
el paso de proteinas, estas fracciones fueron recolectadas y analizadas en gel SDS-page
(Figura 24).

AmyA - Wt AmyA-Q

58KDa
58KDa -
32KDa
32KDa
25KDa
25KDa
E 1 2 3. 4 5 6 7 E 1 2 3 4 5 6
AmyA-F AmyA - FQ
100KDa

*" ;. 'w
‘ 46KDa
a6KkDa B 1 2 50 s S5 6 E 1 5

Figura 24. Geles SDS PAGE de amilasas purificadas.

Se muestra los geles SDS-PAGE donde se muestran las fracciones proteicas de cada
variante de la amilasa después de ser purificadas por FPLC. El carril marcado con una “E”
corresponde a la escalera de peso molecular para proteinas utilizada en cada gel. Los
carriles enumerados corresponden al numero de cada tubo de la fraccidn recolectada del
FPLC.

Se juntaron las fracciones donde se mostrd una concentraciéon mayor de proteina, se
omitieron las demads fracciones para evitar que la proteina estuviera muy diluida. De
AmyA-Wt se juntaron las fracciones del tubo 3 al 7, de AmyA-Q se juntaron las fracciones
del tubo 2 al 6, de AmyA-F se juntaron la fracciones del tubo 2 al 6 y de la AmyA-FQ se
juntaron las fracciones del tubo 1 al 5.

Las fracciones se dializaron toda la noche contra una solucién de (Tris-HCL 50 mM, NaCl
150 mM, CaCl; 2 mM pH 7.5) y se cuantifico por el método de Bradford utilizando
albdmina de suero bovino como estandar para construir una curva de calibracién (Figura
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25). La proteina AmyA-Wt fue la que obtuvo una mayor concentraciéon aunque todas
estuvieron en el mismo orden de magnitud. Se obtuvo lo siguiente de la cuantificacién:

curva de calibracién

AmyA MutF

AmyA MutQ

AmyA MutFQ

Figura 25. Método de Bradford

Se muestra la coloracidn progresiva con el aumento de concentracion de proteina que se
da al utilizar el método de Bradford. La concentracion de proteina es proporcional a la
intensidad de coloracién. En la primera fila se muestra la curva estdndar de albimina
bovina, pasando de menor a mayor concentracion de izquierda a derecha. Seguido de las
muestras amilasas.
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Figura 26. Curva estandar para método de Bradford
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Se muestra la curva estandar obtenida al leer la absorbancia a 540 nm para cuantificacién

de proteinas por el método de Bradford. La curva se construyé utilizando albumina de

suero bovino a concentraciones conocidas.

Tabla 12. Cuantificacion por Bradford.

Proteina Volumen absorbancia Cant. Proteina (ug) | [Proteina]
proteina(ul) | mutantes(540 nm) (ug/ul)

AmyA WT 5 0.843 3.7 0.75
AmyA WT 5 0.924 4.4 0.88
AmyA H222Q 5 0.7317 2.7 0.56
AmyA H222Q 8 0.9207 4.3 0.55
AmyA I1191F 5 0.6056 1.7 0.35
AmyA 1191F 8 0.9054 4.2 0.53
AmyA H222Q- 5 0.5736 14 0.29
[191F

AmyA H222Q- 8 0.6929 2.4 0.31
1191F
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Las concentraciones obtenidas fueron las siguientes:

Tabla 13. Proteinas obtenidas.

Proteina [Proteina]
(ug/ul)
AmyA-Wt 0.81+0.09
AmyA-Q 0.5610.007
AmyA-F 0.4+0.12
AmyA-FQ 0.3+0.014

Nos percatamos que tanto la amilasa como sus variantes mutantes después de un periodo
de 7 dias comenzan a experimentar protedlisis, ya que al volverla a correr en un gel de
SDS PAGE, aparecian dos bandas de distinto peso molecular, una de 63KDa que
corresponde al peso de la amilasa y una banda de 53KDa. Razén por lo que se decidié
purificar nueva proteina y comparar sus actividades antes de que este fendmeno se diera.
Lo antes mostrado corresponde a los datos de la nueva extraccién. Aun asi como prueba
extra a este trabajo, se verificd que la fraccidon de 53KDa aln conservaba actividad a través
de la medicion de azlcares reductores producidos a partir de la hidrodlisis del almiddn,
aunque al ser pruebas que no entraban en el objetivo general de este estudio no se
analizé exhaustivamente. En otro trabajos posteriores se podria comparar las actividades
de la amilasa completa asi como de su versiéon cortada, ademads de determinar en qué
region cae dicho corte.

Se procedié a medir pardmetros cataliticos de las 4 variantes de la amilasa calculando los
volumenes de adicidn de las proteinas para asegurar que se estuvieran poniendo el mismo
numero de unidades.

Caracterizacion bioquimica de las variantes proteicas

Se midieron las velocidades iniciales de formacién de azucares reductores, al variar la
concentracion de almiddn. Con estos datos se construyeron curvas de Michaelis-Menten
para determinar pardmetros cinéticos como Vmax, Kt ¥ Km, Y comparar la eficiencia
catalitica entre las proteinas al utilizar la formula Keat/km. El experimento se realizd por
triplicado. La desviacién estandar esta representada por las barras de error (Figuras 27-
30).
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Figura 27. Curva Michaelis-Menten AmyA-Wt
Grafica de diferentes concentraciones de sustrato sobre la velocidad inicial. Se observa que
la enzima tiene un comportamiento cinético tipo Michaelis-Menten.
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Figura 28. Curva Michaelis-Menten AmyA-Q
Grafica de diferentes concentraciones de sustrato sobre la velocidad inicial. Se observa
gue la enzima tiene un comportamiento cinético tipo Michaelis-Menten.
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Figura 29. Curva Michaelis-Menten AmyA-F
Gréfica de diferentes concentraciones de sustrato sobre la velocidad inicial. Se observa
gue la enzima sigue un comportamiento cinético tipo Michaelis-Menten.
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Figura 30.Curva Michaelis-Menten AmyA-FQ
Grafica de diferentes concentraciones de sustrato sobre la velocidad inicial. Se observa
gue la enzima sigue un comportamiento cinético tipo Michaelis-Menten.

60



Los parametros cinéticos se observan en la siguiente tabla.

Tabla 14 Parametros cinéticos.

Proteina AmyA-Wt AmyA-F AmyA-Q AmyA-FQ
Vmax (ueb/mi/seg) | 0.286 1.043 1.23 2.61
Km(uep/mL/seg) 0.0115 0.02 0.046 0.046
Kecat 3.08 s-1 1.26 X10%s-1 1.26X10%s-1 2.04X10%s-1
Kcat /Km 2.68 X 10° | 6.3X10° (wep/my | 2.75 4.43

(uED/mL) X10°(uep/mL) X10°(uep/mL)

Reaccidon de alcohdlisis e hidrdlisis por TLC

Para medir la actividad de la proteina, por medio de la actividad especifica se calcularén
las unidades enzimaticas para las 4 variantes de AmyA para utilizar este valor y poner el
mismo numero de unidades de enzima en cada ensayo. Se dejo reaccionando a 20
unidades de enzima con almidén para la generacion de productos de menor peso
molecular en una reaccién con y sin butanol, ademas de una reaccion secundaria con 25
unidades de glucoamilasa. Cada experimento se hizo por duplicado (Figuras 31y 32).
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Figura 31. Cromatografia de capa fina en silica gel de las amilasas AmyA-Wt y AmyA-F
Se muestra la placa de silica del TLC donde se aprecia cualitativamente la actividad de Ia
enzima AmyA WT (izquierda) asi como el efecto que tuvo la mutacion 1126F sobre esta
enzima (derecha). En el lado izquierdo se encuentra una escala que corresponde a los
distintos tamafios de oligdmeros de la glucosa. Los dos primeros carriles de cada enzima
corresponden al control donde el tratamiento estaba libre de butanol y por lo tanto la
formacién de butil glucdsido no era posible. El lado izquierdo de cada columna (carril A)
corresponde al tratamiento sin glucoamilasa, dejando a los productos de la reaccién con
las amilasas intactos. El lado derecho de cada columna (carril B) corresponde al
tratamiento con glucoamilasa donde se hidrolizaba el polimero de almiddén hasta sus
mondmeros G1.
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Figura 32. Cromatografia de capa fina en silica gel de las amilasas AmyA-Q y AmyA-FQ
Se muestra la placa de silica del TLC donde se aprecia cualitativamente la actividad de la
enzima AmyA- Q (izquierda) construida y trabajada anteriormente en el laboratorio, asi
como el efecto que tuvo la mutacion 1126F sobre esta misma enzima (derecha). Los
carriles “A” corresponden a la reaccion final con AMY (24 h) sin tratamiento con GA.
Mientras que los carriles “B” tratamiento con GA (24 h). Los carriles marcados como
control fueron reacciones en ausencia de butanol y los marcados como Exp 1y 2 fueron
dos experimentos independientes en presencia de butanol.

Se observan de forma cualitativa la separacion del perfil de productos de las amilasas
obtenidos tras su reaccién en un medio con butanol para una estimaciéon rapida de su
actividad. Las manchas mas intensas estdn entre G1 y G3 para todas las enzimas
denotando el perfil de productos de estas enzimas. En cuanto a la sintesis de BG, se
pueden observar arriba de la mancha de G1 ya que su menor polaridad hace que corran
mas rdpido. Las manchas son mucho menos intensas que las de G1 y G3, dandonos asi una
idea de lo superior que es la actividad de hidrdlisis sobre la actividad de alcohdlisis. Al ser
sometidas al tratamiento con glucoamilasa, una exonucleasa que digiere cadenas
glicosidicas a partir de su extremo no reductor, las cadenas de glucosas en toda la gama
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de productos se ven reducidas a glucosa, mientras que las de alquil glicdsidos, se

reduciran a glucosa mds una molécula de butil glucdsido por cada butil glucésido formado.

Para tener datos cuantitativos de los eventos de alcohdlisis e hidrdlisis se cuantificd el

numero de equivalentes de BG por HPLC asi como el nimero de equivalentes de glucosa

formados durante la reaccién. Los resultados se muestran en las siguientes graficas.
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Figura 33. Cromatograma de corrida en HPLC de las 4 variantes de Amilasa

En los cromatogramas se pueden observar que las 4 amilasas tuvieron el mismo perfil

molecular aunque no en las mismas cantidades. Se muestran dos picos anteriores al pico

de glucosa que corresponden a moléculas no identificadas dentro del cromatograma de

cada enzima y que se presume que son productos de transglicosidacion anormales

(diferentes de a (1 = 4)).
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Tabla 15 Resultados condensados.

Enzima | No. eventos | No. de eventos | Alcohdlisis/ | Eficiencia de la | Butil
de hidrolisis | de alcohdlisis | hidrdlisis reaccion de | glucésido
(umol/mL) (umol/mL) alcohdlisis (%) g/L
WT 212.3 18.7 0.09 8.1 4.4
H222Q 179.9 33.8 0.19 15.8 8.0
1126F 210.0 18.3 0.09 8.0 4.3
FQ 209.9 22.1 0.10 9.5 5.2

En esta tabla se muestran los resultados condensados del perfil de productos al equilibrio

de las 4 variantes de amilasa trabajados en este estudio con la adicién del cdlculo del

porcentaje de eficiencia de la reaccidn de alcohdlisis.

No hay un efecto perceptible de la mutaciéon 1126F al ser incorporada en la proteina
silvestre ya que los valores de los diferentes eventos entre la proteina silvestre y su

version con fenilalanina permanecen casi idénticos. Sin embargo al incorporar mutacion

I126F en la proteina H222Q la actividad de hidrdlisis aumenta generando alrededor de 20

eventos hidroliticos (umol/mL) mas, en cuanto la actividad de alcohdlisis se ve disminuida

alrededor de 20 eventos (umol/mL).
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Figura 34. Eventos de alcoholisis de las 4 variantes de amilasa
Grafica que presenta los eventos de alcohdlisis en equivalentes de butil glucésido (BG) en
una escala de gramos por litro cuantificados en HPLC de las 4 variantes de amilasa.

Los eventos de BG se cuantificaron:

e AmyA-Wt=4.4g/L
e AmyA-F =43g/L
e AmyA-Q =7.9¢g/L
e AmyA-FQ =5.2g/L
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Figura 35. Prueba de azucares reductores de las 4 variantes de amilasa
Grafica que presenta los eventos de hidrélisis en equivalentes de glucosa en una escala
de gramos por litro cuantificados en HPLC de las 4 variantes de amilasa.
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Finalmente, el objetivo es aumentar las reacciones de alcohdlisis con respecto a las de
hidrdlisis, por esto es importante evaluar la relacidon de estas dos actividades en cada una
de las variantes. En la siguiente grafica se muestra esta relacion:

Los eventos de equivalentes a glucosa se cuantificaron:

e AmyA-Wt =80g/L

e AmyA-F 79 g/L
e AmyA-Q 70 g/L
e AmyA-FQ =80g/L.
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Figura 36. Eficiencia de la reaccion de alcohdlisis sobre la reaccion de hidrdlisis
Grafica que presenta la relacion de eventos de alcohdlisis sobre los eventos hidrélisis de lo
antes cuantificado en HPLC.

En esta grafica se puede apreciar la tendencia de cada enzima a inclinarse por la actividad
alcoholitica en lugar de su actividad hidrolitica, mostrando su eficiencia para la reaccién
de alcohdlisis. Se aprecia que la Unica proteina que muestra una mejora en la relacién de
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alcohdlisis/hidrélisis es la mutante H222Q. Las mutantes que tienen la mutacion 1126F
muestran una relacion alcohdlisis7hodrdlisis similar a la de la enzima silvestre.

Siendo la medicién:

e AmyA-Wt =0.088 g/L
e AmyA-F =0.087g/L
e AmyA-Q =0.19g/L
e AmyA-FQ =0.10g/L

Discusion de resultados

A lo largo del estudio nos encontramos con situaciones que si bien no eran parte de los
objetivos de este proyecto, vale la pena contemplarlos para futuros estudios. Uno de
estos aspectos fue el corte que sufrian las enzimas amilasas, tanto la forma silvestre como
sus versiones mutadas. En un periodo de tiempo, la proteina reduce su peso molecular
alrededor de 7 KDa, pasando de tener un peso de 63 KDa a 56 Kda aproximadamente.
Esta modificacién se hace presente en un promedio de 7 dias después de que la enzima
amilasa ha sido purificada, sin embargo parece no inhibir la actividad hidrolitica de ésta.

Las variantes que se estudiaron no mostraron diferencia durante las etapas de
construccidn genética, expresidn y purificacién proteica. Tampoco mostraron diferencias
en su termoestabilidad y tiempo de vida media por lo que las mutaciones incorporadas en
estas parecen no afectar aspectos mas alla de la tasa de actividad.

El trabajo se realiz6 siguiendo la hipétesis propuesta por el alumno de doctorado Rodrigo
Alejandro Arreola Barroso, su teoria menciona que al comparar directamente la
orientacidn espacial de secuencias de aminodacidos de enzimas con estrecha similitud en
cuanto a estructura se refiere, a través de mapas de contacto permitiria identificar
aminodacidos clave que participaran en la actividad que la enzima ejerce, permitiéndonos
asi modificar la actividad de dichas enzimas, trasfiriendo caracteristicas de unas a otras.
Para contribuir parcialmente a esta teoria, se propuso modificar la actividad de la a-
amilasa desplazandola de su actividad primaria que es la hidrdlisis hacia su actividad
secundaria para la transferencia de glucosas a grupos distintos al agua, por medio de
cambios en su secuencia proteica hacia aminodcidos identificados en proteinas
transglicosidicas dentro de su misma familia.
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Al evaluar el cambio 1126F en el modelo estructural con el software chimera, se aprecia
qgue la mutacién no cae sobre la zona catalitica de la enzima, sino al inicio del dominio B
gue se ha implicado en la unidn al sustrato, por lo que un cambio en esta regién
significaria una modificacion en la selectividad de éste (Figura 12). Ademas se temia que
por la ubicacion donde se introdujo este residuo, podria llevar a una inactividad
enzimatica, pero como se ha visto a lo largo de este estudio, la alfa amilasa no se inactivé.

El residuo original isoleucina con una cadena lateral alifatica, posee caracteristicas
apolares y no tiene la capacidad para formar puentes de hidrégeno. La fenilalanina
también es un residuo con estas caracteristicas con la Unica diferencia que posee un anillo
aromatico dentro de su estructura siendo asi de mayor tamafio confiriendo rigidez a la
estructura proteica. Se pensé que con estas caracteristicas podria existir un impedimento
estérico que fuera mds selectivo con las moléculas de butanol en las enzimas donde se ve
favorecida la reaccidon de transglicosidaciéon, aunque en los experimentos donde se
alcanza el equilibrio se comprobd que al implementar esta mutaciéon en la AmyA-WT y en
la AmyA-Q no se obtuvo el efecto esperado en la actividad de alcohdlisis. En el contexto
de la enzima silvestre no tuvo ningun efecto, sin embargo, en el caso de la mutante
H222Q, que era mejor alcoholitica, se observd un decremetno en la actividad de
alcohdlisis, revirtiéndola a los valores de la enzima silvestre. En cuanto a la hidrdlisis, la
mutacion 1126F restaura la pérdida de selectividad por la reaccion de hidrélisis que la
mutacion H222Q habia provocado en AmyA-Q y queda inalterada en la AmyA-WT. Efecto
contrario a nuestras predicciones.

A pesar de que el residuo fenilalanina en la posicién 126 se encuentra conservado en
muchas de las enzimas que llevan a cabo reacciones de transglicosidacion dentro de la
familia 13, familia a la cual pertenece a-amilasa, se observé que al introducir este residuo
en la enzima a-amilasa silvestre no tiene un gran impacto ya que muestra una pequeiia
disminucion de 0.11%, no significativa, en la eficacia de la reaccion de alcohdlisis. También
se ve disminuida la actividad de hidrélisis aunque en menor grado como se aprecia en la
Tabla 19.

El efecto de la introduccién de la fenilalanina 126 también se evalud en la construccién
proteica AmyA-Q que en estudios previos del laboratorio habia mostrado un incremento
en el rendimiento de alcohdlisis, superando un 20% la cantidad de alquil glicdsidos
producidos, asi como una disminucién en los productos de hidrélisis de alrededor de un
50% en contraste con la AmyA-WT. Utilizando esta secuencia como templado para
introducir la mutacion 1126F, y como se muestra en la Tabla 19 el efecto de esta mutacién
es perjudicial para la actividad de alcohdlisis ya que su eficacia en esta actividad esta en
15.82% sin la fenilalanina y con esta baja alrededor de 6.3% ademas de también presentar
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un aumento en la actividad de hidrdlisis, asemejando esta ultima a la que posee la enzima
silvestre.

Es interesante resaltar que la mutacién 1126F tuvo un efecto de incremento en las
velocidades inicales de la reaccion de hidrdlisis (Figuras 29 y 30), a pesar de que este
efecto no fue contemplado en el algoritmo de seleccidon de aminoécidos.

Ya que tanto la isoleucina como la fenilalanina son aminodcidos apolares, carecen de un
grupo reactivo y no forman puentes de hidrégeno, una posible explicacién a estos efectos
podria ser que en la proteina con la mutaciéon de histidina a glutamina (AmyA-Q), exista
algun choque estérico entre los residuos mutados, debido ala diferencia de tamafio entre
estos dos ultimos aminodcidos, la fenilalanina por su rigidez ocasionada por el anillo que
posee pudo haber desplazado la posiciéon de la glutamina, haciendo que sus efectos de
interaccion con el sustrato y la selectividad que le otorgaba a la proteina para la entrada
del alcohol con la consecuente formacién de alquil glicdsidos desaparecieran (Figura 37-
B).

Siguiendo el mismo razonamiento, la fenilalanina pudo haber desplazado la posicion de
los aminoacidos para quedar en el mismo sitio que la proteina AmyA-FQ (Figura 37-C), ya
que el perfil de productos al equilibrio de las proteinas AmyA-FQ y AmyA-F son muy
semejantes.

Y mientras que las nuevas interacciones entre aminoacidos y sustrato ocasionadas por el
desplazamiento que produce la fenilalanina en la proteina silvestre, pudieran haber
coincidido con el efecto de interaccion de los aminodcidos en sus posiciones originales
(Figura 37-A). Siendo que al comparar las proteinas AmyA-WT con su contraparte mutada
AmyA-F tampoco se ve un efecto significativo.
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o AmyA-FQ L
Figura 37. Acomodo espacial aminoacidos-sustrato

Se muestra la posicidn y el tamaio de los aminodcidos: isoleucina, fenilalanina, histidina y
glutamina., Asi como posibles interacciones entre estos, el sustrato y el resto de la
proteina.

En el caso de los analisis por TLC en placa de silica, se observa que el tratamiento con
glucoamilasa no logré hidrolizar completamente los polimeros residuales de la actividad
de las enzimas hasta la fase G1, dejando moléculas de tamafio G2 y G3. Se cree que estos
productos se tratan de la neotrealosa, una molécula no hidrolizable que la amilasa pudo
sintetizar al trasferir una glucosa a otra, solo que en lugar de la formacién del enlace
glicosidico a (1 = 4), la glucosa entrante forma el enlace a (1 = 1) con la glucosa que
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participa la formacién del complejo enzima (Figura 38). Quizas que este fendmeno se da
debido a que la glucosa aceptora entra de forma incorrecta en la enzima.

A B

Figura 38 Neotrealosa
Se muestra la molécula de la neotralosa con G2(A) y G3(B). La molécula con G2 posee un
enlace a (1 - 1), en cuanto la molécula G3 posee un enlace a (1 2 1) yun a (1 =2 4).

También pudo tratarse de esta molécula al analizar los productos por HPLC, ya entre los
picos correspondientes a la glucosa y al butil glucdsido aparecen dos picos pequefios que
no estaban contemplados. Futuros estudios podrian incluir la caracterizacién estructural
de dichos compuestos.

Conclusiones

Las proteinas son las moléculas mas complejas que hay, llevando a cabo las funciones
necesarias para que cualquier proceso bioldgico pueda existir. La evolucién las ha
transformado y refinado para que realicen una funcién especifica cumpliendo con los
altos criterios de velocidades y especificidades demandadas por los organismos vivos.
Estas caracteristicas de las proteinas son debido a la participacion de muchos factores
entre los cuales se encuentran la conformacién cuaternaria de la proteina, la carga de
aminodcidos que ésta posea, la interaccion entre aminoacidos dentro de ésta, asi como la
interaccion de éstos con el medio en donde se encuentre la proteina y las propiedades
fisicoquimicas que sus cadenas laterales le otorguen como potencial eléctrico, solubilidad,
estabilidad etc.

El método de comparacion por homologia de secuencias proteicas y de secuencias de
ADN, sigue siendo uno de los mas utilizados por la comunidad cientifica para reconocer
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sitios muy especificos dentro de las enzimas, sitios en los cuales se puede considerar una
mutacion, aunque debido a la gran complejidad e interaccién ya mencionada que tienen
las proteinas. Es dificil conocer a fondo las implicaciones que cualquier cambio en éstas
puede llegar a alcanzar ya que como por ejemplo aunque se haya identificado la funcién
de una zona en una proteina, un aminodcido cambiado dentro de esta zona puede estar
interactuando con otro aminodcido en una zona completamente diferente con una
funcién distinta, a través de toda una red de interacciones, y éste a su vez con otros
aminodacidos de su misma area y de diferentes zonas al mismo tiempo, formando asi redes
de trabajo muy grandes en las que una mutacién de un solo aminoacido puede ocasionar
la pérdida de funcién de la proteina entera. Son muy pocos y muy dificiles de determinar
los aminodacidos que pueden ser mutados en una proteina, que si bien no conlleven a una
pérdida de funcién, otros aspectos también estdn en juego como la velocidad de la
reaccion que ésta realiza, la especificidad por su sustrato, su estabilidad en diferentes
medios y temperaturas asi como también la vida media de ésta. Encontrar la mutacion
adecuada para que se dé el cambio deseado puede llegar a ser un camino arduo y
extenso, por eso el crecimiento cientifico constantemente busca nuevos métodos que le
sirvan para alcanzar objetivos de una forma mads precisa. En este trabajo, se buscé una
herramienta in silico, un algoritmo basado en frecuencias que nos permitiese identificar
por un método de homologia de mapas de contacto, aminoacidos conservados en
proteinas que desarrollaban la funcidn buscada, transfiriendo esa funcidn a proteinas con
otras caracteristicas de nuestro interés, como la termorresistencia.

Nuestro trabajo indica que la proteina con una mayor actividad de alcohdlisis y una baja
actividad de hidrdlisis al alcanzar el equilibrio , sigue siendo la AmyA-Q que por nuestros
analisis indican, supera a la enzima silvestre en la produccion de alquil glicésidos en un
45%, a AmyA-F en un 46% y a AmyA-FQ en un 35%, Y que nuestra mutacién a pesar de
estar conservada en proteinas transglicosidicas, no tuvo el efecto esperado, sino que por
el contrario, inclind la balanza hacia la actividad hidrolitica ya que AmyA-FQ gana 14% en
el niumero de eventos de hidrdlisis en contraste con la versién de la enzima sin la
mutacion de fenilalanina (AmyA-Q). En cuanto a la enzima silvestre con su versidon con
fenilalanina no se observa un gran contraste puesto que la versién mutada solo esta abajo
2% en la actividad de hidrdlisis y 1% en la actividad de alcohdlisis. Sin embargo, la
caracterizacidn cinética de la mutacidn muestra un incremento en la capacidad catalitica
de las enzimas. A pesar de esto el resultado fue que si se observa un efecto de esta
mutacion obtenida por el algoritmo basado en frecuencias desarrollado en el laboratorio,
efecto que no inactiva a la proteina y que no tiene repercusiéon en su termoestabilidad, ni
en su vida media, asi como tampoco se ven alteradas las tasas de expresién ni de
purificacién. Otro efecto notable se dio en la selectividad por el aceptor, efecto que recae
en la zona donde fue introducida nuestra mutacién. Lo cual puede ser un buen indicio de
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que el algoritmo si identifica aminoacidos clave que estan implicados en aspectos
especificos de la proteina, siendo que el algoritmo puede requerir de ajustes para ejercer
eficientemente su funcioén.

Perspectivas

En el caso del corte que sufre la amilasa, posibles cuestiones posteriores podrian abarcar
aspectos tales como en qué medida se ve afectada tanto la actividad hidrolitica como la
alcoholitica o si es que se ve modificada y precisar el lugar donde el corte ocurre. Por
ejemplo, se podria haber determinado la cercania del corte al lado carboxilo terminal o al
extremo amino terminal gracias a la cola de histidinas que se les adiciond a las proteinas,
se podrian purificar nuevamente las proteinas para correrlas posteriormente en un gel de
SDS PAGE para dilucidar dénde corresponderia el corte.

El algoritmo basado en frecuencias para reconocimientos de aminodcidos clave por medio
de mapas de contacto, dentro del mismo perfil de busqueda que guid hacia la mutacidn
de la isoleucina por fenilalanina en la posiciéon 126, a la vez también arrojé mas residuos
gue no se evaluaron debido a que la fenilalanina por aspectos como su posicién y por
efectos de residuos similares evaluados en anteriores trabajos, parecia ser la opcidon mas
viable que contribuiria a los objetivos de este trabajo y seria pertinente evaluarlos para
tener una perspectiva mas profunda del algoritmo empleado y hacer las correcciones
necesarias para que garantice los resultados deseados.

Se podria evaluar el algoritmo basado en frecuencias de seleccién de aminodcidos con
respecto a la kcat de las proteinas que fueron evaladuas por éste para poder darle un
significado a la modificacion de los parametros cataliticos.

También seria interesante evaluar el comportamiento de todas las enzimas con sustratos
de menor tamano asi como pruebas de vida media y estabilidad, ya que estos detalles no
fueron vistos en su totalidad debido al tiempo disponible para realizar el trabajo.
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