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Resumen

TITULO: EXPRESION HETEROLOGA DE LA LIPASA LipA DE Bacillus subtilis (BSLA) (PDB: 2QXU) EN
Escherichia coli: USO DE UNA VARIANTE SOLUBLE PARA LA TRANSESTERIFICACION ENZIMATICA
DEL ACEITE DE PALMA AFRICANA CON METANOL (BIODIESEL)*

AUTOR: ANDRES ARTURO LUQUE DIAZ™

PALABRAS CLAVES: LipA, Bacillus subtilis, solubilidad, disefio racional de proteinas, acoplamiento molecular,
dindmica molecular, transesterificacion, aceite de palma, biodiésel (FAME), *H-RMN.

El biodiésel es un combustible funcional que podria remplazar parcial o totalmente al petrodiésel. Usualmente, es
sintetizado mediante transesterificacion basica. Se obtiene de fuentes renovables como el aceite de palma y puede
utilizarse en motores diesel convencionales. Sin embargo, la catalisis basica genera productos no deseados que elevan
los costos de operacion. Una alternativa para la produccion de biodiésel es el uso de catalizadores biolégicos como
las lipasas. En nuestro laboratorio logramos demostrar que la lipasa A de Bacillus subtilis (BSLA) tiene potencial en
la produccién enzimética de biodiésel. No obstante, esta enzima se expresa de forma insoluble en E. coli formando
cuerpos de inclusion, lo que obliga a reconstituir la enzima y elevar los costos de produccién. Este trabajo de
investigacion se propuso desarrollar versiones solubles de BSLA, concebidas mediante disefio racional. Inicialmente,
se llevaron a cabo andlisis de acoplamiento y dindmica molecular que demostraron la viabilidad in silico de dos
versiones solubles, bajo condiciones de reaccién especificas. Posteriormente, ambas lipasas fueron clonadas en el
vector pET-22b, se sobreexpresaron en E. coli y se comprobé la actividad hidrolasa de extractos crudos frente al p-
NPB. Los mutantes presentaron maxima actividad a 40 °C y pH 9. Finalmente, se evalu6 la produccion de biodiésel.
Los rendimientos fueron bajos (1-3%), lo cual puede atribuirse a la baja carga enzimatica (1 U) y a las condiciones de
reaccion.

* Trabajo de Investigacion
™ Facultad de Ciencias, Escuela de Biologia, director: Jorge Hernandez Torres, Ph.D. Co- Directores: Oriana Danuta
Serna Daza, Bidloga; Jefferson Yadir Barraza Gémez, Quimico



EXPRESION METEOROLOGA DE LA LIPASA LipA | 14

Abstract

TITLE: HETEROLOGOUS EXPRESSION OF Bacillus subtilis Lipase LipA (BSLA) (PDB: 2QXU) IN Escherichia
coli: USE OF A SOLUBLE VARIANT FOR ENZYMATIC TRANSESTERIFICATION OF AFRICAN PALM OIL
WITH METHANOL (BIODIESEL)"

AUTHOR: ANDRES ARTURO LUQUE DIAZ™

KEYWORDS: LipA, Bacillus subtilis, solubility, rational protein design, molecular docking, molecular dynamics,
transesterification, palm oil, biodiesel (FAME), *H-RMN.

Biodiesel is a functional fuel that could partially or entirely replace petrodiesel. It is obtained from renewable sources
such as palm oil and can be used in conventional diesel engines. Typically, it is synthesized by basic transesterification.
However, basic catalysis generates unwanted products that raise operating costs. An alternative for producing
biodiesel is to use biological catalysts such as lipases. In our laboratory we were able to demonstrate that Bacillus
subtilis lipase A (BSLA) has potential in the enzymatic production of biodiesel. However, this enzyme forms insoluble
inclusion bodies when expressed in E. coli, which forces to reconstitute the enzyme and raises production costs. This
research work aimed to develop soluble versions of BSLA, conceived by rational design. Firstly, docking and
molecular dynamics analyzes were carried out to demonstrate the viability in silico of two soluble versions, under
specific reaction conditions. Subsequently, they were were cloned into the pET-22b and overexpressed in E. coli and
the hydrolase activity of crude extracts was monitored against p-Nitrophenyl butyrate. Both mutants showed
maximum activity at 40 °C and pH 9. Finally, biodiesel production was evaluated. Yields were low (1-3%), which
can be attributed to the low enzymatic load (1 U) and to the reaction conditions.

* Research Work
™ Science faculty, Department of Biology. Director: Jorge Hernandez Torres, Ph.D. Co- Directors: Oriana Danuta
Serna Daza, Biologist; Jefferson Yadir Barraza Gomez, Chemist
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Introduccion

En Colombia, la produccion de aceite de palma ha venido en aumento desde la Ultima década del
siglo XX (Ocampo, 2009). Durante el afio 2016, Colombia alcanz6 una produccion de 1.143.000
toneladas de aceite de palma crudo, posicionandose como cuarto productor a nivel mundial
(Fedepalma, 2017). Este crecimiento se debe, entre otros, al aumento constante en la demanda
mundial de grasas y aceites, y a la posibilidad de utilizar este tipo de productos como
biocombustibles (Ocampo, 2009). El biodiésel (mezcla de monoalquilésteres —FAAE, Fatty Acid
Alkyl Esters— derivados de aceites vegetales), constituye una alternativa atractiva para reemplazar
parcialmente el petrodiesel (Luque et al., 2010). El biodiésel libera menos CO; a la atmosfera, se
obtiene de recursos bioldgicos renovables, es biodegradable y es compatible con la infraestructura
actual de distribucion de combustible (Luque et al., 2010; Robles-Medina et al., 2009). En 2015,
la produccion mundial de biodiésel se estimd en 30.4 mil millones de litros, de los cuales 600
millones de litros corresponden a la produccién colombiana (U.S. Energy Information
Administration, 2016)

El biodiesel es usualmente sintetizado mediante transesterificacion bésica, de triacilgliceroles
(TAG) con etanol o metanol (Bielecki, 2009). Durante la transesterificacion alcalina, la presencia
de agua conduce a la produccion de acidos grasos libres (FFA, Free Fatty Acids), un producto final
no deseado, pues inducen la produccion de jabones (saponificacion) (Du et al., 2004).

Adicionalmente, los FFA presentes en el aceite de palma no pueden ser convertidos en FAAE
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(Leung et al., 2010). En consecuencia, la contaminacion con FFA requiere purificacion adicional,
elevando los costos de operacion.

Las lipasas constituyen una alternativa para la produccion de biodiesel. Al igual que los
catalizadores bésicos, las lipasas pueden catalizar la transesterificacion de TAG con alcoholes de
cadena corta, a una alta tasa de conversion (~90%) (Kumari et al., 2007). En contraste con la
transesterificacion alcalina, La mayoria de lipasas pueden convertir FFA en FAME incluso en
presencia de grandes cantidades de agua, evitando la saponificacion (Hasan et al., 2006).
Adicionalmente, las lipasas pueden separarse facilmente del glicerol producido, incrementando su
potencial como producto de valor agregado (Parawira, 2009; Sotoft et al., 2010). El principal
obstaculo de usar lipasas para producir biodiesel es su alto costo (>1000 US$/kg), respecto a
catalizadores acido/base (Biermann et al, 2011; Sotoft et al., 2010). Esta inversion inicial podria
mitigarse produciendo localmente lipasas funcionales, incrementando la viabilidad de producir
biodiesel a escala industrial.

Actualmente, el Laboratorio de Biologia Molecular de la Escuela de Biologia realiza
investigaciones relacionadas con la produccién de lipasas recombinantes de origen bacteriano, que
cumplan con los estandares industriales para la sintesis de biodiésel. Una de ellas es la lipasa A de
Bacillus subtilis (BSLA) que cataliza la formacion de biodiesel mediante la transesterificacion de
TAGs con metanol (Ying et al., 2007). No obstante, esta proteina presenta problemas de
solubilidad al expresarse en E. coli, debido a la formacion de cuerpos de inclusion (Zhou et al.,
2012). Generalmente, los cuerpos de inclusion son solubilizados mediante el uso de altas
concentraciones de agentes desnaturalizantes como urea o hidrocloruro de guanidina, junto con
agentes reductores como el B-mercaptoetanol (De Bernardez, 1998; Vallejo et al., 2004). Sin

embargo, el uso de agentes caotropicos para la solubilizacion de proteinas resulta en la pérdida de
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la estructura secundaria de la proteina (Dill et al., 1991) e incremento de los costos de produccion
de proteinas recombinantes (Vallejo et al., 2004). Adicionalmente, BSLA es una enzima propensa
a la agregacion incluso a temperatura ambiente y valores basicos de pH (Acharya et al., 2004).

En consecuencia, uno de los desafios principales del sector biotecnoldgico es incrementar la
solubilidad de las proteinas recombinantes sin afectar su actividad. Dos metodologias han
demostrado ser especialmente efectivas mejorando la solubilidad y otras cualidades in vitro de
algunas proteinas recombinantes: la evolucion dirigida y el disefio racional (Fang et al., 2014;
Waldo, 2003). Este ultimo resulta conveniente, pues explora las caracteristicas fisicoquimicas de
las proteinas a través de métodos computacionales, aumentando el numero de variantes
mutacionales que pueden ser procesadas (Chennamsetty et al., 2009).

Con el fin de expresar BSLA en E. coli de forma soluble y funcional sin requerir reconstitucion
con urea, el objetivo de este trabajo de grado fue disefiar un mutante soluble de BSLA, concebido
mediante disefio racional. La actividad aciltransferasa fue evaluada usando aceite de palma
africana como sustrato y metanol como aceptor acilo. Con los resultados de este proyecto
esperamos contribuir al mejoramiento de la solubilidad y eficiencia en la produccion de BSLA en

E. coli, minimizando costos de produccidn.
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1. Objetivos

1.1 General

Evaluar la actividad aciltransferasa de extractos crudos de Escherichia coli BL21 (DE3)
transformada con un gen mutante LipA que codifica la lipasa soluble de la lipasa LipA de Bacillus

subtilis (BSLA_SM), concebido mediante disefio racional.

1.2 Especificos:

1. Disefiar in silico un mutante soluble de BSLA (BSLA_SM).

2. Sobreexpresar el mutante BSLA_SM en E. coli BL21 (DE3).

3. Demostrar la actividad hidrolasa de extractos crudos de BSLA_SM recombinante con p-
nitrofenil butirato (p-NPB).

4. Evaluar la actividad aciltransferasa de BSLA_SM recombinante en funcion del pH y la

temperatura.
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2. Marco Tedrico

2.1 Produccion de FAME mediante transesterificacion enzimatica

El biodiesel es un combustible funcional, tipicamente compuesto por ésteres metilicos o etilicos
de acidos grasos (FAEE -Fatty acid ethyl esters- o FAME -Fatty acid methyl esters-) (Xiao et al.,
2009) . El biodiesel es obtenido mediante transesterificacion a partir de fuentes renovables como
el aceite de palma africana (Elaeis guineensis), el cual se caracteriza por tener altos niveles de
acidos grasos y triacilgliceroles (TAGSs) (Fjerbaek et al., 2009). La transesterificacién consiste en
la conversion de los TAG en FAAE usando un alcohol de cadena corta (Figura 1) (Villadiego et
al., 2015). Actualmente se utilizan catalizadores basicos para producir biodiesel. No obstante,
cuando los aceites vegetales contienen agua o altos niveles de FFA (como el aceite de palma
africana), la reaccion deriva en una saponificacion (producto no deseado) (Leung et al., 2010). La
contaminacion con FFA propicia la formacion de emulsiones que complican la limpieza del
producto final (Korman et al., 2013; Knothe, 2005).

Recientemente, se ha investigado la produccién de biodiesel mediante catalisis enzimatica. Las
lipasas son una familia de enzimas que catalizan reacciones de hidrolisis, transesterificacion y de
esterificacion (Taher et al., 2011). Algunas lipasas pueden convertir simultaneamente TAGs y
FFAs en FAMEs (Hasan et al., 2006). Ademas, la transesterificacion enzimatica requiere
temperaturas de reaccion inferiores a las empleadas durante la catalisis alcalina (Sotoft et al.,

2010). Sin embargo, las lipasas presentan algunas desventajas como: tiempo de vida reducido con
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cada ciclo de reaccién (Kourist, 2014), inmovilizacion de la enzima, el uso de co-solventes y/o la
adicién por pasos del alcohol (Barbosa et al., 2016).

Actualmente se ha explorado el uso de técnicas mutacionales que mejoran cualidades
fisicoquimicas de las lipasas como la solubilidad, la termoestabilidad y la resistencia a algunos

solventes (Korman et al., 2013; Yang et al., 2015).

o 0
oJLL/‘},; oH xOJ-l*/-)\
o 3 x MeOH o n
A o o+ s
’fl‘\/)\ Lipasa .
0 N OH \OM
Triglicerido (aceite) Glicerol Esteres metilicos de

acidos grasos (FAME)

Figura 1. Representacion esquematica de la reaccion de transesterificacion catalizada por lipasas
(Korman et al., 2013).

2.2 Lipasas

Las lipasas (triacilglicerol acilhidrolasas EC 3.1.1.3) son una clase de enzimas que catalizan la
hidrolisis de triglicéridos para producir acidos grasos y glicerol. Estas enzimas son producidas por
animales, plantas y microorganismos (Treichel et al., 2010). Desde el punto de vista industrial, las
lipasas han ganado interés debido a caracteristicas como: 1) capacidad de usar TAG y FFA en
reacciones de hidrolisis y transesterificacion; 2) especificidad por una amplia gama de sustratos;

3) estabilidad y rendimiento en medios acuosos; 4) bajas temperaturas de reaccion; 5) reutilizacion
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de la enzima después n de ciclos de reaccion; 6) poca necesidad de cofactores en su actividad
catalitica (Dutra et al., 2008).

El sitio activo de las lipasas consiste en la triada catalitica Ser-His-Asp/Glu, donde el residuo
de serina se localiza usualmente en el pentapéptido conservado GXSXG (Schrag et al., 1997). Una
caracteristica que distingue lipasas de las esterasas es la presencia de una region ‘lid’ o ‘tapadera’,
comprendida por una a-hélice que cubre el sitio activo, la cual se desplaza al entrar en contacto
con el sustrato en interfaz micelar (Brzozowski et al., 1991; Cycler et al., 1997). Sin embargo, no
todas las lipasas poseen ‘lid’, de modo que formalmente se describen como carboxilesterasas que
hidrolizan acilglicéridos de cadena larga (>10 &tomos de carbono).

Las lipasas fungicas son ampliamente reconocidas por su potencial biotecnoldgico en la
produccion de biodiesel (Fedosov et al., 2013; Hughes et al., 2011). Sin embargo, estas lipasas
requieren hongos hospederos como Pichia pastoris que aporten la maquinaria celular para realizar
modificaciones postraduccionales como la glicosilacién (Yang et al., 2015). Al igual que las
lipasas de origen fungico, las lipasas de origen microbiano pueden catalizar reacciones de
hidrélisis y de sintesis de productos industriales. Ademas, sus genes respectivos pueden ser

expresados eficientemente en organismos hospederos como E. coli (Meier et al., 2007).

2.3 La lipasa A de Bacillus subtilis BSLA

Bacillus subtilis es una bacteria Gram positiva aerobia comunmente encontrada en el suelo (Doi
et al., 1986). Produce una variedad de proteinas extracelulares, entre ellas dos enzimas lipoliticas:
LipAy LipB (Eggert et al., 2003). La lipasa A de B. subtilis (BSLA) es una proteina de 19.3 KDa,

producto del gen LipA (Lesuisse et al., 1993). Se compone de 181 aminoacidos, siendo una de las
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lipasas mas pequefias hasta hoy reportadas (Dartois et al., 1994). BSLA cataliza preferencialmente
la hidrolisis de ésteres de glicerol de longitud media (C:8-C:14).

BSLA posee un pl de 9.9 y una actividad 6ptima a 35 °C, pH 10 (Lesuisse et al., 1993;
Rajakumara et al., 2008). La actividad enzimatica de BSLA es estimulada 140% tributirina, 30%
DMSO (en vol.). En contraste, la acetona y el isopropanol inhiben la actividad de la enzima en
cualquier concentracion. BSLA mantiene su actividad al ser incubada con 30% (v/v) metanol,
mientras que concentraciones similares de etanol inactivan la enzima (Lesuisse et al., 1993).

BSLA presenta una arquitectura de tnico dominio globular con compactacién minima de giros
a/B, con 6 hojas beta rodeadas por cinco a-hélices (Rajakumara et al., 2008) (Figura 2). El sitio
activo de BSLA esta comprendido por los aminoacidos S77, D133 y Hise, y €l oxianién estd
constituido por 112 y M7g (Singh et al., 2015).

BSLA ha sido clasificada como una verdadera lipasa con una demostrada actividad
aciltransferasa. Ying et al. (2007) obtuvieron FAMEs a partir de aceites reciclados y metanol,
utilizando BSLA expresada en su organismo de origen. No obstante, BSLA también es una enzima
propensa a agregarse incluso a temperatura ambiente y valores de pH superiores a 7 (Acharya et
al., 2004). En el rango de pH de 4-10 la tasa de agregacion de esta proteina es pequefia, pero

incrementa rapidamente cuando la lipasa es calentada a 55°C (Rajakumara et al., 2008).
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Sitio activo

Figura 2. Estructura tridimensional de la Lipasa A de Bacillus subtilis (PDB: 2QXU). Se muestra

el detalle de la triada catalitica compuesta por los residuos Ser77, Asp133 e His 156.

2.4 Expresion insoluble de proteinas recombinantes en E. coli

E. coli es el organismo méas ampliamente utilizado para la produccién de proteinas recombinantes
que no requieren modificaciones post-traduccionales tales como la glicosilacion (Dartois et al.,
1992). Gran numero de lipasas bacterianas han sido expresadas exitosamente en E. coli, debido a
que es un hospedero con una tasa alta de crecimiento, su genética es bien conocida y muchos
vectores de expresion estan disefiados para este hospedero (Dartois et al., 1992; Kaur, 2017).

Con frecuencia altos niveles de expresion de proteinas recombinantes forman agregados
insolubles o cuerpos de inclusion debido a: 1) alta concentracion local de cadenas polipeptidicas
2) un plegamiento ineficiente de la proteina, 6 3) nula disponibilidad de chaperonas (Ventura,
2005). Generalmente se asume que proteinas altamente hidrofébicas son mas propensas a
acumularse como cuerpos de inclusion en E. coli (Mitraki et al., 1991). En el caso de las proteinas
que forman puentes disulfuro, la formacion de cuerpos de inclusion es anticipada, puesto que el
ambiente reductor del citosol bacteriano inhibe la formacion de puentes disulfuro (Singh et al.,

2005).
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El didmetro de los cuerpos de inclusion varia desde 0.5-1.3 um y poseen una densidad superior
a muchos componentes celulares (~1.3 mg ml?) facilitando su separacion por centrifugacion
(Georgiou et al., 1999). La metodologia mas ampliamente utilizada para solubilizar proteinas
presentes en cuerpos de inclusion consiste en la adicion de altas concentraciones (6-8 M) de
caotropicos como urea o hidrocloruro de guanidina o de detergentes como SDS (Stockel et al.,
1997; Vallejo et al., 2004). Cabe resaltar que se atribuye al uso de caotrdpicos la poca recuperacion
de proteina activa a partir de cuerpos de inclusion (Vallejo et al., 2004).

Recientemente, se han dispuesto metodologias méas eficientes para solubilizar cuerpos de
inclusion como la aplicacion de dialisis y el uso de técnicas cromatogréficas (Li et al., 2004;
Tsumoto et al., 2003). Por otro lado, algunas metodologias como la evolucion dirigida y el disefio
racional, apuestan mejorar la solubilidad de las proteinas modificando las caracteristicas

estructurales de éstas (Adamczak et al., 2004; Fang et al., 2014; Roodveldt et al., 2005).

2.5 Disefio racional de proteinas solubles

El disefio racional de proteinas fue la primera aproximacion a la ingenieria de proteinas y
actualmente se sigue empleando para obtener caracteristicas deseadas en proteinas de interés
(Adamczak et al., 2004). Esta metodologia combina el conocimiento de las propiedades
bioguimicas de una proteina junto con su estructura nativa para proponer mutaciones, las cuales
son introducidas mediante mutagénesis dirigida (Steiner et al., 2012).

El desarrollo de herramientas computacionales ha permitido generar modelos estructurales a
partir de proteinas homologas cuya estructura es previamente conocida (Kelly et al., 2015; S6ding

et al., 2005; Zhang, 2008). Una vez se dispone de una estructura proteica (real o modelada), es
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posible simular el comportamiento de la proteina frente a un determinado sustrato o solvente
(Adcock et al., 2006; Alonso et al., 2006).

En la actualidad se dispone de algoritmos de disefio racional para mejorar la solubilidad de
proteinas recombinantes. Algunos algoritmos como CamSol y PON-Sol calculan el perfil
intrinseco de solubilidad de la proteina y proponen posibles sitios de insercion o sustitucion de
aminoacidos, conservando la actividad catalitica (Sormanni et al., 2015; Y. Yang et al., 2017).
Otros algoritmos como TANGO predicen regiones con secuencias propensas a aumentar la

agregacion (aggregation prone sequence regions, APRs) (Rousseau et al., 2004).

2.6 Cuantificacion de lipidos y FAME mediante Resonancia Magnética Nuclear de protones

(RMN-1H).

La espectroscopia de resonancia magnética nuclear de protones RMN-H es una técnica que
permite elucidar moléculas grandes y pequefias (Bharti et al., 2012). Esta técnica también permite
la cuantificacion de un compuesto presente en una mezcla, tomando como referencia la intensidad
de las sefales presentes en el espectro de RMN (Soininen, 2008).

La espectroscopia RMN-1H presenta algunas ventajas respecto a otras metodologias de
cuantificacién (cromatografia HPLC, HPTLC, gas), tales como: tiempos cortos de analisis, uso de
pequefas cantidades de solventes y muestra y la no necesidad de calibracion con compuestos
estandar (Nieva-echevarria et al., 2014). Esta técnica ha sido utilizada anteriormente para la
cuantificacion de di-, mono-gliceridos y acidos grasos en mezclas grasas (Nieva-echevarria et al.,

2014; Oicoechea, 2008; Ruiz, 2003). La determinacion del contenido de metil ésteres de acidos
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grasos en muestras lipidicas y de biodiesel mediante RMN-1H también ha sido reportada en

estudios previos (Mello et al., 2008; Song et al., 2015).

3. Materiales y Métodos

3.1 Disefo in silico de una version soluble de BSLA

3.1.1 Construccién de modelos estructurales de la version soluble BSLA Para el disefio de
la secuencia proteica relativa a la version soluble de BSLA se tuvo en cuenta el codigo PDB 2QXU.
Se aplico el algoritmo de disefio racional CamSol, a través de la funcion CamSol design para
identificar posibles mutaciones con efecto en la solubilidad de la enzima nativa. Adicionalmente
se estima el perfil de solubilidad de los modelos estructurales generados. Con la secuencia proteica
obtenida se construyeron modelos estructurales a través de los modeladores HHpred, I-Tasser y
Phyre2 (Kelly et al., 2015; Soding et al., 2005; Zhang, 2008). EI modelo con mayor ajuste fue
seleccionado a través de alineamientos estructurales con la estructura nativa mediante el software

VMD (Humphrey et al., 1996) teniendo en cuenta el valor de RMSD mas cercano a 0.

3.1.2 Acoplamiento molecular (proteina-ligando) Con el software Autodock-4.2.6 (Morris et
al., 1998), se llevaron a cabo simulaciones de acoplamiento molecular (proteina-ligando) donde se
estimo la energia libre de union (AGb) entre los modelos 3D de la version nativa y las versiones

solubles de BSLA vy el sustrato (TAG). El acoplamiento se realizé bajo los siguientes parametros:
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libre rotacion de todos los enlaces del ligando con libertad conformacional, adicion de cargas de
Gasteiger a la proteina y al ligando, adicion de hidrogenos a la proteina, se utilizé el Algoritmo
Genético (GA). Al utilizar el Algoritmo Genético se tuvieron en cuenta las siguientes condiciones:
100 corridas del GA, 150 tamafio de poblacién, 2 500 000 m&ximo numero de evaluaciones, 27
000 mé&ximo numero de generaciones, 0.02 tasa de mutacion del gen y 0.08 tasa de cruza. La
simulacion fue llevada a cabo en una caja de dimensiones x=53, y=46 y z=44, que contenia los
residuos de la triada catalitica de la estructura nativa y los modelos. Se efectuaron un total de 10

réplicas de simulacién para cada estructura.

3.1.3 Dinamica molecular La estabilidad estructural de los modelos y la estructura nativa se
evalué mediante simulaciones de dindmica molecular a través del software GROMACS-5.0.7
(James et al., 2015). Para evaluar la estabilidad de los modelos estructurales en un sistema acuoso,
se selecciond el campo de fuerza Gromos53a6 y se solvat6 con moléculas de agua (modelo spc216)
una caja cubica con una distancia minima entre la superficie de la proteina y la caja de 1 nm. El
sistema fue equlibrado durante 10ns a una temperatura de 300 K y 1 bar de presion.

La estabilidad de los modelos estructurales también fue evaluada bajo las condiciones de
reaccion del biodiesel. Para ello se construyd un sistema bifasico compuesto por una caja
cuadrangular de dimensiones 6.10606x6.10606x 12.21212 nm. La mitad de esta caja fue solvatada
con moléculas del triglicérido POP (1,3-Dipalmitoyl-2-oleoylglycerol, atb moleculelD = 22627)
y la otra mitad con moléculas de metanol (atb moleculelD = 15607). Ambas moléculas fueron
obtenidas en la base de datos ATB (Automated Topology Builder) (Malde et al., 2011). Las

estructuras fueron ubicadas en la mitad de la bifase.
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Los pardmetros del campo de fuerza y de equilibrio de temperatura y presion fueron los mismos
empleados para el sistema acuoso. La trayectoria de los modelos estructurales fue evaluada
mediante la funcion RMSD y el andlisis de las estructuras secundarias (DSSP) durante un intervalo

de 50 ns para el sistema acuoso y de 10 ns para el sistema bifasico.

3.2 Construccién de un vector de expresion con el gen de la version soluble de BSLA

El disefio del gen relativo a la version soluble de BSLA se llevd a cabo tomando como base la
secuencia proteica obtenida mediante el algoritmo de disefio racional CamSol (ver seccion 3.1).
La secuencia de ADN relativa al gen de la version soluble de BSLA se obtuvo mediante la
traduccion inversa de la secuencia proteica propuesta. En la construccion de la secuencia
nucleotidica se tuvo en cuenta el uso de codones de E. coli. Se clono el gen en el vector de
expresion pET-22b (+) con las enzimas de restriccion Xho | y Nco I. Se adiciond una secuencia
de polihistidina (Hise)-tag, para futuras aplicaciones. Para la sintesis del gen se contraté con la
empresa Epoch Life Science Inc y la precision de la construccion fue constatada mediante

secuenciacion por electroforesis capilar con la empresa Macrogen Inc. (Corea).

3.3 Transformacion del hospedero de expresion

Células competentes de E. coli BL21 (DE3) fueron transformadas con los plasmidos pET-

22b BSLA_SM2 (+) y pET-22b_BSLA_SM5 (+), por medio de choque térmico en presencia de

CaCly. Las cepas transformadas fueron criopreservadas segun el protocolo propuesto por
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Sambrook & Russell (2001) y almacenadas en el cepario del Laboratorio de Biologia Molecular —

LBM de la Escuela de Biologia de la UIS.

3.4 Sobreexpresion de la version soluble de BSLA

La expresion de BSLA_SM se llevo a cabo en medios de cultivo LB a pH 7, suplementado con
100 ug/mL de ampicilina, e incubados a 180 rpmy 37 °C. Se realizé seguimiento del crecimiento
bacteriano a una densidad éptica de 600 nm (DO600). La expresion fue inducida en cultivos
liquidos mediante la adicion de IPTG 0.4 mM cuando los cultivos alcanzaron una DOego entre 0.6-
1.0.

Las células fueron concentradas mediante centrifugacion y se recuperaron las fracciones medio
de cultivo (FM), periplasma (FP) y citoplasma (soluble, FCS e insoluble, FIC) luego de 0,1y 3 h
de induccion, de acuerdo con el manual para el sistema pET de Novagen (11th Ed.).
Posteriormente, la sobreexpresion fue verificada mediante electroforesis en gel (SDS-PAGE). La

sobreexpresion se realizo por triplicado.

3.4.1 Visualizacién mediante electroforesis SDS-PAGE Las proteinas fueron observadas
segun el Sistema Laemmli mediante electroforesis en gel 20% poliacrilamida (SDS-PAGE),
seguido de la tincion con 0,1% nitrato de plata (AgNOs3) segun el protocolo de Chevallet et al.

(2006).

3.4.2 Determinacion de la actividad hidrolitica frente al p-Nitrofenil butirato (p-NPB) La

capacidad de los mutantes para hidrolizar ésteres fue cuantificada por espectrofotometria,
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monitoreando el incremento de la absorbancia del p-nitrofenol (pKa = 7.15 a 25 °C, €400 = 14775
M cm™apH 7.25) a 410 nm. Se utilizaron extractos crudos proteicos de las fracciones medio de
cultivo (FM), periplasma (FP) y citoplasma (soluble, FCS e insoluble, FIC) a 3 h de induccion.
También se utilizaron extractos crudos del periplasma a las 0, 1 y 3 horas de induccion. Las
reacciones se realizaron en 25 mM buffer fosfato de potasio pH=8.0 a 25°C, durante un intervalo

de 300 segundos.

3.4.3 Determinar el efecto del pH y la temperatura en la actividad hidrolasa de las
versiones solubles La variacién en la actividad hidrolasa de los mutantes solubles fue evaluada
mediante ensayos con p-NPB utilizando extractos crudos periplasméaticos obtenidos a 3 h de
induccion. Se definieron 3 puntos de pH (7, 8 y 10) y temperatura (25, 40 y 55 °C). Los extractos
proteicos fueron incubados previamente a la medicion durante 1 hora a la temperatura de cada

ensayo. Cada uno de los ensayos fue llevado a cabo de manera independiente y por triplicado.

3.4.4 Concentracion de extractos crudos de BSLA_SM2 y BSLA_SM5 Extractos crudos
periplasmaticos de BSLA_SM2 y BSLA_SM5 obtenidos a las 3 horas de induccion fueron
concentrados mediante liofilizacion (deshidratacién por frio). Los extractos crudos fueron
previamente sometidos a dialisis para eliminar la cantidad maxima de impurezas. Los extractos
liofilizados fueron resuspendidos en 300 puLL de 100 mM Tris-HCI, pH=9. Este procedimiento se
llevd a cabo para minimizar el volumen de la solucion enzimatica en las reacciones de

transesterificacion.
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3.5 Determinacion de la concentracién de proteina por el ensayo de Bradford

Se utiliz6 el ensayo estandar de Bradford (Bradford, 1976) de 3.1 ml, el cual consistié en una
mezcla de muestra proteica de concentracién desconocida y reactivo de Bradford en una
proporcion de 1:30. La concentracion desconocida se determiné a 595 nm y se empled albumina
de suero bovino (BSA) como proteina estandar conocida. La actividad especifica de extractos
crudos periplasmaticos fue estimada mediante la siguiente ecuacién propuesta por Quinn et al.

1982:

106 Vv, FD 11

*_

*
€400 Vin  Cproe 1000ml

Actividad especifica (U/mg) =m

Donde: m= Pendiente (min); es00= Coeficiente de extincion molar de p-nitrofenol (14775 M-
L emtapH 7.25); Vi= Volumen total de la reaccion (mL); Vim= Volumen de la solucién enzimatica
(mL); FD= Factor de dilucion enzimético; Cprot = Concentracion de proteina en la solucion
enzimatica (mg/mL); U = cantidad de enzima necesaria para hidrolizar un umol de p-NPB a 25°C
en 1 min.

La pendiente fue estimada a partir de reacciones de hidrolisis del p-NPB utilizando BSLA_SM2

y BSLA_SM5 como catalizadores a una temperatura de 40 °C y pH=9.
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3.6 Evaluacion de la sintesis de FAME utilizando extractos crudos de la expresion de

BSLA SM como catalizador de la reaccion de transesterificacion.

3.6.1 Caracterizacion del aceite de palma como materia prima El perfil de acidos grasos del
aceite de palma se determin6 por RMN-1H (Tabla 1) siguiendo la metodologia de Knothe (2005)
y las modificaciones propuestas por Barraza et al (2016). También se cuantifico la cantidad de
TAG, DAG, MAG y FFA presentes en el aceite crudo de palma, con el fin de conocer el estado
inicial del sustrato (Tabla 2)

La presencia de FAME se pudo verificar por la aparicion de un (s) a 3.66. La cuantificacion del
metil éster se calculd siguiendo la metodologia de Nieva-Echevarria et al. (2014) siguiendo
modificaciones propuestas por Barraza (2016) (Tabla 2). Los parametros utilizados en la toma de

espectros de Resonancia tanto para el numeral 3.5.1 como para 3.5.3 se registran en el anexo B.

Tabla 1.

Determinacion del perfil de acidos grasos. Modificado de Knothe (2004).

Desplazamiento

Acidos grasos . *Ecuacion
quimico (6, ppm)
aCH2 totales 2.31 NoCH2 totales = A2.25-2.40/2
Linolénico 0.98 Ncis:3= Ao.gs-1.0/3
Linoleico 2.77 Ncis:2 = 0.5%(A2.74-2.80 — 4Nc1s:3)
Oleico 2.02 Ncig:1 = (A1.94-210/4) — Ncis:2— Ncis:3)
Insaturados Ninsat = Ncis:1 + Ncis:2 + Ncis:3
Saturados Nsat = Niotates — Ninsat

%x = 100*Nx/N acH2 totales
*Los subindices indican el barrido en ppm de cada sefial () o el tipo de &cido graso.

A: area, N: moles y Nx: moles de X compuesto.
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3.6.3 Disefio experimental de la reaccion de transesterificacion Las reacciones de
transesterificacion se llevaron a cabo empleando una unidad enzimética utilizando 400 mg de
aceite de palma africana en una relacion molar con metanol de 1:9. El aceite junto con el metanol
fue puesto en agitacion constante (200 rpm) durante 30 min para garantizar una emulsion. La
reaccion se incubo durante 6 h en viales de 2.5 ml. Las condiciones de temperatura y pH de la
reaccion fueron definidos de acuerdo a los mejores valores obtenidos en el ensayo de actividad
hidrolasa con p-NPB. Para evitar la inhibicion con metanol, la adicion de este se efectu6 en 2
pasos. En el primero (0 h) se adicion6 un tercio de la razén molar total de metanol; en el segundo
(4 h) se adicionaron los dos tercios restantes.

Una vez concluida la reaccion, la fase oleosa fue recuperada mediante centrifugacion a 10000
g durante 10 minutos e incubada durante 1 h a 90 °C para eliminar los residuos del metanol.
Posterior a esto, las muestras fueron llevadas a analisis RMN-'H en el Laboratorio de Resonancia
Magnética Nuclear, Sede UIS Guatiguara. (Los pardmetros para cada una de las corridas del

espectro de resonancia son presentados en el anexo A).

Tabla 2.
Cuantificacion de MAG, DAG, TAG, FAA y FAME siguiendo la metodologia de Nieva-
Echevarria et al. (2014 y 2015) y modificaciones de Barraza et al (2016).

Desplazamiento N . Numero de 'H
- .. Multiplici Tipo de -
Sefial quimico (9, . que causan la Compuesto *Ecuacion
dad proton o
ppm) sefial
2-MAG 4.93 m HOCH:- 1 Grupo glicerilo en 2-  N2-mac = PC*A4.90-4.96
CH(OR)- MAG
CH20H
1-MAG 3.94 m ROCH:2- 1 Grupo gliceriloen 1- N 1-mac = Pc*As.90-
CHOH- MAG 3.98
CH20H
1,2 DAG 5.08 m ROCH2- 1 Grupo glicerilo en N1,2-paG = PC*As 05-
CH(OR)- 1,2- DAG 512

CH20H



EXPRESION METEOROLOGA DE LA LIPASA LipA | 34

Desplazamiento N . Numero de 'H
o . Multiplici Tipo de .,
Sefial quimico (5, . que causan la Compuesto *Ecuacion
dad proton ~
ppm) sefial
TAG + 4.22y4.28 m ROCH:- 3 Grupo gliceriloen  Ntac = (PC*2A4.26-4.36
1,2 DAG CH(OR))- TAGYy1,2- DAG —2N1,2-0Ac)/4
CH20R" +
ROCH:-
CH(OR))-
CH20H
FAME 3.67 S CHzs-(CO)- 3 CHjs del grupo Nrame aCHs = Pc*A
CHz-R metoxi del ester 3.65-3.675/3
1,3 DAG 4.05-4.21 M ROCH2- 5 Grupo gliceriloen  Niz-pac = (PC*As.0s-
CHOH- 1,3- DAG 436 —4N1Ac —2N1-MG—
CH20R' 2N1,2-pAc /5
FFA 231 M HO-(CO)- 2 aCH?2 de FFA, Nrra= (PC*A 2.25-2.40 —
CH2- + Todos TAG, DAG, MAGY  6Ntac —4N12-pAc—
los aCH> de FAEE 4N1,3-0A6 —2NFAME —
TAG, DAG, 2N1-mc —2N2-mG) /2
MAG y
FAME

*Los subindices indican el area en ppm de cada sefial o el tipo de compuesto. A= area, N= moles,

Nx= moles de un compuesto X, Niotales= Y Nx, Pc= constante de proporcionalidad.

4. Resultados

4.1 Diseio in silico de una version soluble de BSLA

4.1.1 Construccion de modelos estructurales de la version soluble BSLA El algoritmo
CamSol de disefio racional permitio identificar tres posibles sitios adecuados para la sustitucion o
insercion de residuos en la secuencia nativa de BSLA (pdb: 2QXU) con efecto sobre la solubilidad

de la enzima: la posicion 42 comprendida por el aminodacido triptéfano (W) donde identifico una
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posible sustitucion con el &cido glutdmico (E); la posicion entre los residuos glicina 153 y valina
154 donde identifico la posible insercion de acido glutdmico o de arginina (R); y la sustitucion en
la posicion isoleucina () 158 por acido glutdmico. Las posibles variantes solubles de BSLA

obtenidas mediante CamSol design se muestran en la Tabla 3.

Tabla 3.
Variantes solubles de BSLA obtenidas mediante CamSol design.
Variante soluble Mutaciones aplicadas
BSLA SM1 WA42E;G153_V154insEEE;I157E
BSLA SM2 WA42E;G151 V152insR
BSLA SM5 WA42E;G151 V152insEEE

Se construyeron modelos estructurales a partir de las secuencias obtenidas de las variantes
solubles. Los valores de la desviacion de la media cuadratica (RMSD) estimados del alineamiento
entre la estructura nativa y los modelos estructurales obtenidos para cada modelador se presentan
en la Tabla 4. Se observa que el valor promedio del RMSD obtenido con el modelador Phyre2 fue
el méas cercano a 0. Los modelos estructurales seleccionados para las pruebas de acoplamiento y
dindmica molecular fueron los obtenidos con el modelador Phyre2. El perfil de solubilidad de la
estructura cristalina de BSLA con las posiciones identificadas por CamSol design para incrementar

la solubilidad de la enzima se representan en la Figura 3.

Tabla 4.
Valores de RMSD (A) estimados para cada modelador estructural.
Variante soluble I-Tasser HHpred Phyre2
BSLA_SM1 0.374 0.272 0.262
BSLA _SM2 0.336 0.282 0.272
BSLA_SM5 0.36 0.27 0.271

RMSD (x) 0.36 0.274 0.268
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Figura 3. Perfil de solubilidad estructuralmente corregido de la estructura cristalina de BSLA y
sus versiones solubles. A. la lipasa BSLA, B. BSLA_SM1, C. BSLA_SM2 y D. BSLA_SM5. Se
presenta la triada catalitica de cada estructura (S77, D133, H156-157-159) y los residuos donde se
identificaron los posibles sitios de sustitucion o insercion de aminoacidos con mayor efecto en la
solubilidad de la proteina. La escala de color representa el puntaje de solubilidad de los residuos
donde valores mayores a 1 (azul) denotan regiones altamente solubles, mientras que valores

inferiores a -1 (rojo) regiones con baja solubilidad.
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4.1.2 Acoplamiento molecular (proteina-ligando) Los valores de energia libre de union (AG)
entre los modelos estructurales de la lipasa BSLA y sus versiones solubles (BSLA _SM1,
BSLA SM2 y BSLA_SMD5) con el triacilglicerol (TAG) se presentan en la Tabla 5. En todas las
réplicas llevadas a cabo se observd que la energia libre de union tuvo valores negativos (AG<0).
Un analisis de varianza de una via determin0 que existen diferencias significativas entre las
energias libres de union estimadas para cada modelo estructural con el TAG (F (3, 36) = 39.55, p
=1.73x 10711, p<0.005). Un test de Tukey HSD indica que el valor promedio de la energia libre
de unidn estimada para la variante soluble BSLA SM1 fue significativamente diferente (p = 4.5%x
107°, p<0.005) al obtenido para la enzima nativa. Esto también se aprecia en la version soluble
BSLA_SM2 (p = 0.0001151, p<0.005). La version soluble BSLA_SM5 no presento diferencias
significativas en su valor promedio estimado de energia libre de union (p = 0.9094027, p>0.001)

respecto al obtenido para la enzima nativa.

Tabla 5.
Valores de energia libre de unién (Kcal/mol), estimados a partir de la interaccion de los
modelos estructurales y el ligando TAG.

Replica BSLA BSLA_SM1 BSLA_SM2 BSLA_SM5
1 -3.0 -2.28 -3.7 -3
2 -2.83 -2.26 -4.27 -2.05
3 -3.11 -2.27 -4.02 -2.86
4 -3.07 -2.03 -3.44 -2.93
5 -3 -2.63 -3.88 -3.43
6 -3.05 -1.97 -3.57 -3.56
7 -3.11 -2.91 -3.77 =3.3
8 -3.03 -1.77 -3.67 -2.76
9 -3.6 -2.1 -4.19 -2.94
10 -3.1 -2.23 -3.46 -3.19

(x £ 9) -3.097+0.1945 -2.24540.3268 -3.79740.2894  -3.002+0.4233
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4.1.3 Dindmica molecular~ La estabilidad estructural de BSLA y sus versiones solubles
BSLA_SM2 y BSLA SM5 en un sistema acuoso y en un sistema bifasico fue estimada mediante
la desviacion de la media cuadratica (RMSD) de los a&tomos de la columna vertebral (N, Ca, C) de
cada estructura durante una trayectoria de 50 ns y 10 ns, respectivamente (Figura 4). En la dindmica
molecular del sistema acuoso (Figura 4.A), se observa que la funcién rmsd permanece estable
alrededor de los 0.2 nm para los modelos estructurales de BSLA y BSLA_SM2 y estable alrededor
de los 0.18 nm para BSLA_SMS5, los resultados obtenidos para la versién nativa demuestran
valores estables de rmsd a 0.2 nm.

El anélisis de dindmica molecular de los modelos estructurales en un sistema bifasico (Figura
4B), permite observar una estabilidad estructural de los modelos BSLA y BSLA_SM5 con valores
de rmsd cercanos 0.18 nm. BSLA_SM2 obtuvo valores de rmsd dentro del rango 0.2-0.25 nm. Se
obtuvo informacion adicional de la estabilidad de los modelos estructurales en los dos sistemas
evaluados mediante el andlisis de los elementos de la estructura secundaria (DSSP) a través del

tiempo (Tabla 6; Figuras 4 y 5).

0.3] 0.3]

0.24 0.21

RMSD (nm)

0.11 0.17

0.01 00

) 10 20 a0 40 50 00 25 50 75 10.0
Tiempo (ns) Tiempo (ns)

=BSLA—BSLA_SM2-BSLA_SMS

Figura 4. Desviacion de la media cuadratica (RMSD) en funcion del tiempo de BSLA y sus

versiones solubles. A. un sistema acuoso y B. un sistema bifasico compuesto por metanol y POP.
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Tabla 6.
Promedio de residuos observados para las principales estructuras secundarias de BSLA,

BSLA SM2y BSLA_SM5 en un sistema acuoso (sa) y en un sistema bifasico (sb).

Modelo Bobina en espiral lamina-p Hélice-a Puente-p
BSLA _SM2 (sa) 42.86+2.94 33.66+2.48 50.28+3.89 3.32+1.55
BSLA_SM2 (sh) 42.20+2.54 36.47+4.42 52.98+3.08 3.28+1.41
BSLA_SMS5 (sa) 43.19+2.89 33.36+1.77 53.92+3.89 2.23+0.907
BSLA_SMb5 (sb) 41.14+ 2.05 32.81+0.67 59.50+3.20 3.11+ 1.63

El analisis de las estructuras secundarias de las versiones solubles revela que las estructuras
secundarias mantienen una composicion residual constante a través del tiempo, tanto para el

solvente acuoso como para el bifasico.
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Figura 5. Evolucion a través del tiempo de los elementos de la estructura secundaria de las
versiones solubles en un sistema acuoso. A. BSLA_SM2 y C. BSLA_SM5. Estructura = Hélice-

o, lamina-f, Puente-f, Giro.
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Figura 6. Evolucion a través del tiempo de los elementos de la estructura secundaria de A.
BSLA SM2 y B. BSLA _SM5 en un sistema bifasico (metanol y POP). Estructura = Hélice-a,

lamina-p, Puente-f, Giro.

4.2 Construccion de un vector de expresion con el gen de las versiones soluble BSLA SM2y

BSLA_SM5

Los plasmidos pET-22b_BSLA SM2 (5982 bp) y pET-22b_BSLA_SM5 (5988) son el producto
de la recombinacion del vector pET-22d (+) (5493 bp) y los genes de las versiones solubles de
BSLA, BSLA_SM2 y BSLA SM5. BSLA SM2 y BSLA_SMS5 son lipasas mutantes de 182
aminoacidos (19460 Da = 19.5 kDa) y 184 aminoacidos (19692 Da = 19.7 kDa) respectivamente.
La Figura 7 resume los plasmidos recombinantes pET-22b_ BSLA SM2y pET-22b BSLA SMb5.
Los Anexos B y C muestran la traduccion de los genes sintéticos de las lipasas BSLA_SM2 y

BSLA SMb5, con el uso de codones para E. coli.
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4.3 Transformacion del hospedero de expresion

Células competentes de E. coli BL21 (DE3) fueron transformadas con los plasmidos pET-
22b BSLA_SM2 y pET-22b_BSLA SM5. Las cepas recombinantes fueron criopreservadas e
incluidas en el cepario del Centro de Investigacion en Biotecnologia Industrial y Biologia

Molecular (CINBIN), sede UIS-Guatiguara.

4.4 Sobreexpresion de las versiones solubles de BSLA_SM2 y BSLA SM5

El crecimiento de los recombinantes fue monitoreado con y sin induccion proteica (control
negativo) a través de la variacion de la absorbancia a 600 nm. En la Figura 8 se observa el
crecimiento de E. coli BL21 (DE3) transformada durante 6 horas. Las mediciones de absorbancia
en funcion del tiempo fueron ajustadas a traves de modelos lineales, donde se evaluo la diferencia
en el crecimiento de E. coli transformada, mediante la variacién de la pendiente de los modelos
lineales. Se observan diferencias significativas entre las pendientes de los modelos lineales
propuestos para E. coli BL21 (DE3) transformada con pET-22b_BSLA_SM?2 cuando las bacterias
son sometidas a induccion proteica mediante IPTG (p=0.00102, p<0.05). Este comportamiento
también se aprecia en células de E. coli BL21 (DE3) transformadas con pET-22b_BSLA SM2,

(p=0.00112, p<0.05).



EXPRESION METEOROLOGA DE LA LIPASA LipA | 42

T7 terminator |BxHis
/- Xhol

— Lh Ncol
-~ sy S | Ipel signal sequence
A5 < __[lac operatar
vvzr T7 promoter
s A
e
q, lacl promoter

] pET-22b_BSLA_SM2

AmpF. promoter|

5982 bp

T7 terminator |BxHis
/' Xhel

Lb Neol
- I |pelB signal sequence
) ( _lac operator

AmpR promoter|

& |T7 prormoter
Ve e
Af(‘
8
. _—|lacl promoter

£

pET-22b_BSLA_SM5 | |

l 5988 bp I

Figura 7. Plasmidos recombinantes pET-22b BSLA SM2 y pET-22b_BSLA SM5. Se muestran
otros componentes del plasmido pET-22b (+): secuencia sefial pelB, gen de resistencia a la

ampicilina (AmpR), gen regulador lacl, el origen de replicacion ori y el gen rop.
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Figura 8. Crecimiento de E. coli BL21 (DE3) transformada con A. pET-22b_ BSLA _SM2 y B.
pPET-22b BSLA_SMD5, en presencia (+) y ausencia (-) de IPTG. Las barras verticales representan
el X + & de tres mediciones independientes.

4.4.1 Visualizacion mediante electroforesis SDS-PAGE Para comprobar la localizacién
subcelular de BSLA_SM2 y BSLA _SM5, extractos crudos proteicos de las fracciones celulares:
proteina celular total (PT); medio (FM); periplasma (FP); citoplasma soluble (FSC); citoplasma
insoluble (FIC), fueron sometidos a separacion electroforética mediante geles SDS-PAGE (Figura
9). Se observa la aparicion de una banda intensa entre los 20-25 kDa. Ambas enzimas se localizan
en mayor medida en la fraccion del periplasma (FP). Asi mismo un porcentaje de las enzimas
recombinantes permanece en la fraccion soluble del citoplasma (FSC) y en menor medida en la
fraccion insoluble del citoplasma (FIC). La expresion de las lipasas recombinantes fue
monitoreada en la fraccion del periplasma durante las 3 primeras horas de induccién (Figura 10).
Se puede apreciar la aparicion gradual de bandas alrededor de los 20-25 kDa, donde la banda de

mayor intensidad en el gel normalizado se obtuvo a las 3 h.
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4.4.2 Determinacion de la actividad hidrolitica frente al p-nitrofenil butirato (p-NPB) La
expresion de las lipasas BSLA_SM2 y BSLA_SM5 fue a su vez monitoreada a través ensayos de
actividad hidrolasa con p-NPB de extractos crudos proteicos de E. coli. Se observa que la mayor
actividad relativa fue obtenida en la fraccion periplasmaética tanto para BSLA_SM2 como para
BSLA_SM5 (Figura 11A). También se obtuvo en la fraccion soluble del citoplasma alrededor del
60-65% de actividad residual respecto a la fraccion del periplasma, para ambas enzimas. No se
aprecia una actividad comparable en la fraccién insoluble del citoplasma ni en la fraccién del
medio. La actividad hidrolasa de extractos crudos de la fraccion del periplasma en diferentes

tiempos de induccion con IPTG (Figura 11B), evidencia un incremento de la actividad hidrolasa a

través del tiempo con un méximo de actividad a las 3 h para los dos extractos.

BSLA_SM2 BSLA_SM5

kDa M PT FM FP FSC FIC M kDa M PT FM FP FSC FIC

~70
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Figura 9. Localizacion subcelular de BSLA_SM2 y BSLA _SM5. Electroforesis SDS-PAGE de
extractos crudos de E. coli BL21 (DE3), inducida con 0.4 mM IPTG después de 3 h, a 37 °C.
Marcador (M) PageRuler™ #26614; fracciones celulares: proteina celular total (PT), fraccion del

medio (FM), fraccion del periplasma (FP), fraccion soluble del citoplasma (FSC), fraccion

insoluble del citoplasma (FIC). Marcador (M) PageRuler™ #26616.
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Figura 10. Produccion de BSLA SM2 y BSLA_SM5 para cada tiempo de induccion (0, 1, 3
horas). Electroforesis SDS-PAGE de extractos crudos del periplasma de E. coli BL21 (DE3)
inducida con 0.4 mM IPTG. Marcador (M) PageRuler™ #26614 (izq.) y marcador (M)
PageRuler™ #26616 (der.).

4.4.3 Efecto del pH y la temperatura en la actividad hidrolasa de las versiones solubles
BSLA SM2 y BSLA SMb5. El efecto de la temperatura y el pH sobre la actividad hidrolasa de
BSLA SM2y BSLA_ SMb5 fue determinada en extractos crudos periplasmaticos (Figura 12). Los
resultados obtenidos permiten observar la mejor actividad (100%) a 40 °C para las dos variantes
solubles (Figura 12A). Los valores elevados de temperatura (55 °C) implican un decremento de
alrededor de un 40% de la actividad hidrolasa de BSLA_SM2, mientras que BSLA_SMD5 decrece

totalmente su actividad hidrolasa a este valor de temperatura.
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Figura 11. Actividad hidrolasa relativa de extractos crudos de E. coli BL21 transformados con los
plasmidos pET-22b_BSLA SM2 y pET-22b_BSLA_SMS5 frente al p-NPB. A. Actividad relativa
obtenida a partir de las fracciones insoluble del citoplasma (FIC), medio (M), periplasma (FP) y
soluble del citoplasma (FSC). B. Actividad relativa de extractos crudos periplasmaticos en
diferentes tiempos de induccién. EI 100 % de actividad relativa corresponde a la méxima actividad

de cada preparacion. Los datos representan el X + § de tres mediciones independientes.
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Figura 12. Efecto de la temperatura (A) y del pH (B) sobre la actividad hidrolasa de extractos
crudos periplasmaticos de E. coli BL21 transformada con los plasmidos pET-22b_ BSLA SM2y
pET-22b BSLA_ SMS5 frente al p-NPB. El 100 % de actividad relativa corresponde a la maxima

actividad de cada preparacion. Los datos representan el X 4+ & de tres mediciones independientes.
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A temperatura ambiente (25 °C) la lipasa BSLA_SM2 muestra alrededor de un 70% de
actividad hidrolasa respecto al mejor valor de temperatura, mientras que bajo estas condiciones de
temperatura BSLA_SM5 mantiene aproximadamente un 35% de su actividad hidrolasa respecto
al mejor valor de temperatura. La variacion en el pH sobre la actividad hidrolasa (Figura 12B),
demuestra un valor 6ptimo de pH a valores altos (pH 9) para las dos enzimas modificadas. A su
vez, BSLA_SM2 mantiene alrededor de un 90% de actividad hidrolasa respecto al valor mejor
valor a valores neutros de pH (pH 7), mientras que BSLA_SM5 conserva aproximadamente un
55% de actividad hidrolasa respecto a su valor éptimo. Ambas enzimas demuestran una

inactivacion a valores de pH &cidos (pH 5).

4.5 Determinaciéon de la concentracion de proteina por el ensayo de Bradford

La concentracion proteica estimada a partir extractos crudos periplasmaticos de E. coli, demuestra
valores bajos de concentracion en ambas lipasas después de 3 h de induccion. (<0.5 mg/mL) (Tabla
7). La actividad especifica de los extractos crudos mantiene una relacion lineal con la

concentracion proteica estimada (R?=0.92).

Tabla 7.
Actividad especifica estimada para extractos periplasmaticos (crudos y liofilizados) de
BSLA_SM2y BSLA_SMS5.

Réplica Pendiente Concentracion Actividad especifica
(mint)” proteica (mg/mL) (U/mg)
BSLA SM2 (1) 0.00068 0.295 0.94
BSLA_SM2 (2) 0.00088 0.326 1.10
BSLA_SM2 (3) 0.00067 0.303 0.89
BSLA_SM5 (1) 0.00099 0.412 0.97

BSLA_SMS5 (2) 0.00092 0.345 1.08
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Réplica Pendiente Concentracién Actividad especifica
(mint)” proteica (mg/mL) (U/mg)
BSLA_SM5 (3) 0.00078 0.308 1.03
BSLA_SM2 (liofilizado 1) 0.0052 0.612 3.45
BSLA_SM2 (liofilizado 2) 0.0057 0.722 3.21
BSLA_SM5 (liofilizado 1) 0.0059 0.671 3.57
BSLA_SMb5 (liofilizado 2) 0.0054 0.638 3.44

*Pendiente estimada a partir de las curvas de absorbancia en ensayos de hidrdlisis de BSLA_SM2

y BSLA_SMS5 bajo condiciones 6ptimas de reaccion (40°C, pH=9).

4.6 Evaluacion de la sintesis de FAME utilizando extractos crudos de la expresion de

BSLA_SM2y BSLA SM5 como catalizador de la reaccion de transesterificacion.

La proporcién molar de acidos grasos presentes en el aceite de palma fue estimada mediante RMN-
H. EI porcentaje molar de acidos grasos saturados (48.46%) e insaturados (51.54%) indica una
relacion 1:1 entre estos dos tipos de acidos grasos. Adicionalmente se estimaron los porcentajes
molares del &cido linolénico (1.18%), &cido linoleico (6.81%) y oleico (43.55%), con los cuales se
estimo el peso molecular del aceite de palma, tomando como referencia el peso molecular de los

triglicéridos que forman (Tabla 8).

4.6.1 Caracterizacion del aceite de palma como materia prima EI compuesto presente en
mayor proporcion fue el TAG (68.62%). En menor proporcién se detectd la presencia de

diacilgliceridos (17.61%) y de &cidos grasos libres (13.77%) (Figura 13).
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Tabla 8.
Perfil de acidos grasos del aceite crudo de palma africana (Elaeis guineensis), estimado

mediante RMN-!H. Los datos representan el X + & de tres mediciones independientes.

Acidos grasos Porcentaje Peso molecular Peso Error
molar (X +  estimado, X + & molecular (%)
6) (g/mol) teorico
(g/mol)*
Linolénico (18:3) 1.18+ 0.69
Linoleico (18:2) 6.81+ 4.19
Oleico (18:1) 43.55+ 0.91 847.02+2.48 849,1929 0.25
Insaturados 51.54+ 3.84

Saturados (C:12:C18)  48.46+ 3.83
*Evaluado a partir de porcentaje y peso de triglicéridos (Rincon et al., 2009)

4.6.2 ldentificacion y cuantificacion de FAME La presencia de FAME en reacciones de
transesterificacion se comprobd con la aparicién del singlete a 3.67 ppm. Esta sefial no se aprecia
en el espectro del aceite de palma crudo (Figura 14). El porcentaje molar de los productos
obtenidos a partir de la transesterificacion enzimatica se registran en la Tabla 9. Se observa la
formacion de FAME (1-3%) bajo las condiciones de reaccién establecidas para ambas variantes
solubles. También se detecto la presencia de productos de la hidrélisis del aceite de palma (1-MAG

y 2-MAG).
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Figura 13. Proporcion molar de los componentes presentes en el aceite crudo de palma africana.
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Figura 14. Identificacion de FAME mediante RMN-H. Los espectros representan el producto de
reacciones de transesterificacion de aceite de palma con metanol en una relacion molar (1:9),
utilizando las enzimas BSLA_SM2 y BSLA SM5 como catalizadores de la reaccion. Se presenta
el espectro del aceite de palma crudo (control).



EXPRESION METEOROLOGA DE LA LIPASA LipA | 51

Figura 15.
Productos finales de la transesterificacion del aceite de palma con el metanol utilizando las
enzimas BSLA_SM2 y BSLA_SM5 como catalizadores.

Porcentaje molar (%)
FFA TAG 1,2- 1,3- 1-MAG 2-MAG
Ejecucion FAME DAG DAG
BSLA SM2 (1) 2.3 14.1 66.7 6.2 8.9 1.7 0.2
BSLA _SM2 (2) 15 13.6 67.4 6.3 8.9 2.1 0.2
BSLA _SMS5 (1) 1.6 11.7 70.4 5.7 8.9 1.5 0.3
BSLA _SMS5 (2) 1.5 12.7 68.1 6.2 9.8 1.5 0.3
Aceite de palma 0 15.0 70.2 5.0 10.3 0 0
5. Discusion

La aplicacion de lipasas bacterianas para procesos a escala industrial requiere la produccién de
grandes cantidades de proteina a bajo costo. Con el fin de expresar BSLA en E. coli de forma
soluble y funcional sin requerir reconstitucion con urea, este trabajo utilizé el disefio racional como
herramienta para la produccion de dos variantes solubles: BSLA_SM2 y BSLA_SM5. Estas
variantes solubles demostraron ser activas en reacciones de hidrolisis y sintesis de ésteres.

El presente trabajo se desarrollé bajo dos etapas. La primera etapa consistio en el desarrollo in
silico de las versiones solubles, teniendo en cuenta pruebas de acoplamiento y dindmica molecular.
La segunda etapa se desarrollo in vitro con la sobreexpresion de las enzimas y la aplicacion de
estas en reacciones de transesterificacion.

El disefio in silico partio de la construccion de modelos estructurales con el algoritmo CamSol
de disefio racional. Las mutaciones propuestas comprenden principalmente la insercion o

sustitucion por &cido glutamico de residuos con efecto negativo en la solubilidad de la enzima. La
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presencia de este aminodcido en la superficie de las proteinas se asocia con un fuerte aumento en
la carga negativa superficial, disminuyendo la propension de estas a precipitarse (Kramer et al.,
2012; Trevino et al., 2007).

El modelador Phyre2, con el cual se construyeron los modelos estructurales empleados en este
trabajo, fue seleccionado de acuerdo al criterio de similitud estructural entre los modelos
estructurales generados por este modelador y la estructura cristalina de la enzima nativa. Esta
aproximacion tiene en cuenta los valores de RMSD obtenidos a partir de alineamientos
estructurales, donde valores cercanos a 0 implican un mayor grado de ajuste de los modelos
estructurales (Rayan, 2009).

El anlisis de acoplamiento molecular revela que la estructura nativa y los modelos estructurales
generados mantienen una interaccion favorable con el TAG. Este tipo de interaccion proteina-
ligando ha sido reportada previamente para la enzima nativa por Senthilkumar et al. (2015).
BSLA_SM2 registr6 un valor significativamente méas negativo de energia libre de unidn respecto
a la enzima nativa, lo cual sugiere que esta variante puede tener un mayor potencial como
catalizador. BSLA_SML1 registré valores de AG mayores, por este motivo no se llevaron a cabo
simulaciones posteriores con esta Ultima. Se deben tener en cuenta otros triglicéridos para evaluar
de forma més detallada la interaccion de los modelos estructurales con el aceite de palma.

La simulacion de dindmica molecular demostré que las versiones solubles mantienen una
elevada estabilidad estructural en un sistema acuoso, comparable a la estructura nativa. La
dinamica molecular de los modelos estructurales en un sistema bifésico revela que BSLA_SM2 es
susceptible a perder su conformacion estructural frente a este sistema de solvente. El analisis de
las estructuras secundarias indica que BSLA_SM2 tiende a perder su conformacion estructural en

los componentes del Giro y el Giro . Es necesario ampliar el tiempo de simulacion para los
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modelos estructurales en un sistema bifasico y evaluar diferentes condiciones de temperatura para
la simulacion.

La sobreexpresion de las versiones solubles en E. coli, se concentrd principalmente en la
fraccion periplasmatica. Se aprecia una mayor tasa de crecimiento de las bacterias transformadas
cuando estas son sometidas a induccion proteica mediada por IPTG. Es conocido que la expresion
de proteinas recombinantes puede tener un efecto positivo en el metabolismo del hospedero
(Rosano et al., 2014). La concentracion proteica en extractos periplasmaticos fue relativamente
baja para ambas enzimas. Esto es consistente con trabajos previos para la sobreexpresion de la
enzima nativa en E. coli utilizando el vector pET-22b (Rahmen, 2015)

Las versiones solubles BSLA SM2 y BSLA_SM5 demostraron actividad hidrolitica frente al
p-NPB. Debido a que E. coli carece de lipasas que puedan hidrolizar lipidos (3.22 x 108
moles/g*min) (Nantel et al., 1973) o ésteres (Antonczak et al., 2009) de manera eficiente, cualquier
actividad hidrolasa o lipasa debe provenir de la enzima recombinante. La actividad hidrolitica
registrada se concentré en la FP y en la FSC, lo cual es compatible con lo observado en la
electroforesis SDS-PAGE.

Las versiones solubles BSLA SM2 y BSLA _SM5, presentaron una actividad hidrolasa
favorable a 40°C y (Figura 7A). Estos resultados coinciden con el valor 6ptimo de actividad
reportado para la version nativa (35 °C — 40 °C, pH 9-10) (Lesuisse et al., 1993; Rajakumara et
al., 2008). Interesantemente, BSLA_SM2 mantiene alrededor del 35% de su actividad al ser
incubada a 55 °C, indicando que las mutaciones aplicadas pueden favorecer la termoestabilidad de
esta variante.

La aparicion del singlete a 3.67 ppm en los espectros de RMN de reacciones de

transesterificacion enzimatica es una sefial caracteristica de presencia de FAME (Knothe, 2001,
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Mello et al., 2008). Lo anterior demuestra la capacidad de las versiones solubles para sintetizar
metil ésteres. No obstante, se obtuvo un bajo rendimiento en la produccion de FAME y de
productos derivados de la hidroélisis de triglicéridos. Esto puede deberse a diversos factores como:
1) la baja carga enzimatica empleada en la reaccién (1U), 2) efecto de las mutaciones aplicadas 3)
exceso de agua en la reaccion, 4) inhibicion de la enzima mediada por el metanol, 5) tiempo corto
de reaccion (Norjannaha et al., 2016). El bajo rendimiento de las enzimas mutantes en la sintesis
de FAME podria ser mejorado utilizando proteina purificada para de esta forma aumentar la
concentracion de catalizador en la reaccion.

Este trabajo proporciona una caracterizacion preliminar de dos enzimas con potencial para la
produccion de biodiesel. Pese a que se obtuvo un rendimiento bajo en la producciéon de FAME, la
produccion de biodiesel puede ser optimizada. En una fase posterior de este trabajo se debe

implementar una metodologia para evaluar la solubilidad de las enzimas purificadas

6. Conclusiones

El andlisis in silico permitié obtener dos variantes solubles de BSLA mediante disefio racional.
Las pruebas de dindmica molecular en un sistema de solvente bifasico, en conjunto con el anélisis
de acoplamiento molecular, demostraron ser eficaces al evaluar de forma preliminar la viabilidad
de ambos mutantes en reacciones de transesterificacion.

Se aprecié un mayor crecimiento de las cepas recombinantes e inducidas con IPTG. EI mejor

tiempo para recuperar la proteina fue a 3 h de induccion.
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Se demostrd la actividad hidrolasa de los extractos crudos de las versiones solubles
recombinantes frente al p-Nitrofenil butirato. BSLA_SM2 mantuvo parte de su actividad hidrolasa
a55°C.

Se encontr6 que la produccion de las versiones solubles en la fraccion del periplasma fue
relativamente baja (<0.5 mg/mL). Debido a esto, el proceso de liofilizacion fue indispensable para
la aplicacion de ambas enzimas en reacciones de transesterificacion.

La produccion de FAME por transesterificacion enzimatica, fue demostrada para ambas lipasas
mutantes. EI rendimiento estimado de la reaccion de transesterificacion e hidrolisis fue bajo para

ambas versiones solubles.

7. Recomendaciones

Llevar a cabo simulaciones de acoplamiento molecular de las versiones solubles con sustratos
adicionales al TAG.

Purificar ambas enzimas mutantes para evaluar la solubilidad respecto a la lipasa nativa. Lo
anterior también permitiria aumentar el nimero de unidades enzimaticas para llevar a cabo pruebas
de transesterificacion.

Ampliar los puntos de medicidn de temperatura y pH en reacciones de hidrdlisis de las versiones
solubles frente al p-NPB. Es recomendable utilizar otros p-Nitrofenil-ésteres de diversas

longitudes de cadena para evaluar la especificidad de las versiones solubles por el sustrato.
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Ensayar diferentes relaciones molares de aceite palma y metanol en reacciones de

transesterificacion utilizando las versiones solubles de BSLA como catalizador.
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Apéndices

Apéndice A. Parametros del equipo RMN1H en la deteccidén-cuantificacion de FAEE y

perfil de &cidos grasos

Espectrometro Bruker Avance 111 400 MHz

Densidad de flujo magnético

(T)

Patron de referencia
Programacion de pulsos
Scans
Sonda (mm)
Temperatura (K)
Tiempo de adquisicion (s)
Tiempo entre pulsos (S)
Ventana espectral (ppm)
Tamafio de la muestra (mg)
Disolvente

9.4
TMS
2930
8-16

5
298.15
5.45
1
15 (6009.62 Hz)
8-12
CDCls
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Apéndice B. Traduccion del gen de la version soluble BSLA_SM2.
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Apéndice C. Traduccién del gen de la version soluble BSLA SM5.
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