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RESUMEN

Las a-amilasas son enzimas que catalizan la hidrolisis de los enlaces glucosidicos a
(1-4) o o (1-6) de la molécula del almidon, para generar principalmente productos como
glucosa y maltosa. Las a-amilasas tienen aplicaciones en distintas industrias como la textil,
alimentaria, limpieza, papelera y de biocombustibles. En trabajos anteriores se aislo de
suelos cultivados con cafia de azucar la cepas Bacillus amyloliquefaciens JJC33M que
produce una a-amilasa, AmiJ33 (50 kDa). Su andlisis referente al peso molecular indico
que contiene un dominio A/B y uno C, sin embargo, en la secuencia de ADN gendmico de
B. amyloliquefaciens JJC33M se encontrd un gen que codifica para una a-amilasa de 72
kDa. El andlisis de la secuencia indicé que AmiJ33r estad conformada por un péptido sefial,
una regioén de transicion, un dominio A/B, un dominio C y una region extra, que contiene
un dominio D y E. Un estudio preliminar indic6 que la region extra del C-terminal tiene un
efecto positivo en la termoestabilidad a 50 y 60°C, en la estabilidad a pHs alcalinos, pero
efecto negativo en la eficiencia catalitica y en la actividad en almidon soluble (12 veces y
17 veces menores). Ademas, la presencia de la region C-terminal evito la degradacion del
almidon nativo a pesar de contener una region putativa de unién a almidén (CBM26). En
el presente trabajo se realiz6 la clonacion de las siguientes versiones truncadas de la a-
amilasa de B. amyloliquefaciens JJC33M: AmiJ33-ABCD, AmiJ33-AB y el SBD. AmiJ33-
ABCD so6lo hidrolizé almidén gelatinizado, AmiJ33-AB y el SBD no presentaron actividad
amilolitica. La eliminacion del SBD afectd negativamente la estabilidad a pH y la
termoestabilidad, como se habia especulado, sin embargo, mejoro la eficiencia catalitica
2.3 veces y produjo glucosa, maltosa, maltotriosa y de manera interesante a maltotetraosa,
un carbohidrato con actividad prebiotica. Por otro lado, el SBD se adsorbe a s6lo el 10% y
17% en almiddn nativo de papa y maiz, respectivamente. A partir de estos resultados se
concluye que el SBD tiene efecto positivo en AmiJ33 al aumentar la especificidad del
sustrato, incrementar la estabilidad a pH alcalinos asi como la termoestabilidad de la
enzima. Es posible que el dominio D evite la degradacion del almidon nativo. ES necesario
realizar experimentos para determinar la funcionalidad del SBD en la funcion catalitica de
AmiJ33.
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SUMMARY

The a-amylases are enzymes that catalyze the hydrolysis of the a(1-4) or a(1-6)
glycosidic bonds of the starch molecule, to generate mainly products such as glucose and
maltose. The a-amylases have applications in different industries such as textiles, food,
cleaning, paper and biofuels. In previous work, B. amyloliquefaciens JJC33M, which
produces an a-amylase, AmiJ33 (50 kDa), was isolated from soils cultivated with sugarcane.
Its analysis regarding molecular weight indicated that it contains an A / B and a C domain,
however, in the genomic DNA sequence of B. amyloliquefaciens JJC33M a gene encoding a
72 kDa a-amylase was found. Sequence analysis indicated that AmyJ33r is comprised of a
signal peptide, a transition region, an A / B domain, a C domain and an extra region, which
contains a D and E domain. A preliminary study indicated that the extra region of the C-
terminal has a positive effect on the thermostability at 50 and 60 ° C, on the stability at
alkaline pH, but negative effect on the catalytic efficiency and on the activity in soluble starch
(12 times and 17 times lower). In addition, the presence of the C-terminal region prevented
the degradation of the native starch despite containing a putative starch-binding region
(CBM26). In the present work, the following truncated versions of the a-amylase of B.
amyloliquefaciens JJC33M were made: AmyJ33-ABCD, AmyJ33-AB and SBD. AmyJ33-
ABCD only hydrolysed gelatinized starch, AmyJ33-AB and the SBD did not exhibit
amylolytic activity. The elimination of the SBD negatively affected the pH stability and the
thermostability, as had been speculated, however it improved the catalytic efficiency 2.3
times and produced glucose, maltose, maltotriose and interestingly to maltotetraose, a
carbohydrate with prebiotic activity. On the other hand, SBD is adsorbed to only 10% and
17% in native potato and corn starch, respectively. From these results it is concluded that the
SBD has a positive effect on AmyJ33 by increasing the substrate specificity, increasing the
stability at alkaline pH as well as the thermostability of the enzyme. It is possible that domain
D prevents degradation of native starch. It is necessary to perform experiments to determine
the functionality of the SBD in the catalytic function of AmyJ33.
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INTRODUCCION

Las a-amilasas son enzimas que degradan el almidon, generando diversos productos
como la glucosa, maltooligosacaridos y otros compuestos por unidades de glucosa. Estas
enzimas son de gran importancia en el area de la biotecnologia y tienen aplicaciones
industriales que van desde la alimentaria, la fermentacion, la industria textil y la industria
papelera. Las a-amilasas se pueden obtener de varias fuentes, incluyendo plantas, animales
y microorganismos, las enzimas microbianas generalmente satisfacen las demandas
industriales. Hoy en dia un gran nimero de a-amilasas microbianas estan disponibles
comercialmente y han sustituido casi por completo la hidrolisis quimica de la industria de

procesamiento de almidén (Moreno et al., 2009).

Los principales microorganismos productores de a-amilasas son Bacillus subtilis, B.
stearothermophilus, B. licheniformis, B. amyloliquefaciens y Aspergillus sp. (Vihinen et al,
1987) comunmente aislados de bagazos, compostas y suelos (Boyer y Shanon, 1987). Por
ejemplo, Bacillus amyloliquefaciens JJC33M produce una a-amilasa, AmiJ33 (50 kDa) que
contiene un dominio A/B y uno C, y actla sobre almidén nativo y gelatinizado. La
caracterizacion del gen que codifica para AmiJ33r (amyJ33S) indico que la enzima tiene un
peso molecular de 72 kDa, y dominios extras en la region C-terminal, dominio D y E. La
caracterizacion de la a-amilasa recombinante (AmiJ33r) mostrd diferencias importantes
respecto a la nativa, como la incapacidad de hidrolizar almidon nativo, y la disminucién de
la eficiencia catalitica y la actividad enzimatica, 12 y 17 veces, respectivamente. Por otra
parte, la recombinante fue mas estable a pHs alcalinos e incremento su termoestabilidad a 50
y 60°C (Montor-Antonio et al., 2017). En la regién C-terminal extra (dominio E) se localizé
una region putativa de union a almidon (SBD) cuya funcion en AmiJ33r se desconoce. En la
bibliografia se ha documentado que el dominio C algunas veces tiene efecto en la actividad
amilolitica, pero en el caso particular de AmiJ33 no se ha determinado su funcion.

Con la finalidad de contribuir al conocimiento de la funcion de las regiones extras
(dominio D y E) de la a-amilasa de Bacillus amyloliquefaciens JJC33M y su implicacién en
la catélisis, en este trabajo se construyeron versiones truncadas, donde les fue eliminado el
dominio E (AmiJ33-ABCD) y la region C-terminal (AmiJ33-AB), y se evaluo la
funcionalidad del dominio E (SBD). Las versiones truncadas con potencial actividad
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enzimatica se evaluaron en términos bioquimicos, cinéticos, y en la generacion de los
productos de hidrolisis a partir del almidén. EI SBD se analiz6 en su capacidad de adsorcion

en almidoén nativo.
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I. ANTECEDENTES

1.1 Almidon: Propiedades, composicion y estructura

El almiddn es el principal carbohidrato de reserva sintetizado por las plantas, es una
fuente de energia para muchos organismos y representa una fraccion importante (60-80%
w/w) en un gran nimero de productos agricolas como: tubérculos (papa y yuca), cereales
(maiz, trigo, arroz) y leguminosas (frijoles, chicharos y habas) (Bello y Paredes, 1999). El
almidon también tiene una gran importancia calorica para los seres humanos y se ve reflejada
en los alimentos que consumimos. Ademas, el almidon y sus derivados también son
esenciales en sectores industriales, tales como alimentario, textil y de papel (Belitz y Grosch
1988).

El almidon se presenta en forma de granulos, que habitualmente se caracterizan por
adoptar una forma redonda, irregular, con tamafios que van desde 2 y 100 um. Tanto la forma
como el tamafio de los granulos son caracteristicos de la fuente botanica y pueden utilizarse

para identificar su origen (Coultate, 1997).

Quimicamente, el almidén esté integrado por dos polimeros de glucosa de diferente
estructura, la amilosa y la amilopectina, y estas forman la estructura semicristalina de sus
granulos (Fig. 1). El contenido de amilosa y amilopectina varia segun la fuente botanica y
suele estar comprendido entre el 17 y el 35% w/w, respectivamente (Munck et al., 1988). La

tabla 1 muestra la composicién quimica de diversos almidones.
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Figura 1. Estructura de una molécula de almidon, composicion quimica; amilosa
(enlaces glucosidicos a-1-4) y amilopectina (enlaces glucosidicos a-1-6).

Tabla 1. Porcentaje amilosa-amilopectina de almidones de diferentes fuentes botanicas

Amilosa Amilopectina

Fuente botanica (%) (%) Referencia
Maiz 28.3 71.7 Hernandez-Medina et al., 2008
Yuca 17 83 Hernandez-Medina et al., 2008
Papa (Almiddn comercial) 27.8 72.2 Hernandez-Heredia y del Moral S,
2016
Avena 27 73 Belitz and Grosch, 1988
Arroz 18 82 Belitz and Grosch, 1988

Se le conoce como almidon nativo cuando la amilosa y la amilopectina se encuentran
intactas (sin degradacidn). Este tipo de almidén forma una suspensién temporal de grandes

particulas, los granulos del almiddn, que son insolubles en agua fria debido a la fuerza de
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cohesion de los puentes de hidrogeno que mantienen unidas las cadenas. Con el paso del
tiempo, los granulos del almidon se depositan en el fondo del recipiente. Durante este
proceso, los granulos del almidén incorporan una muy pequefia cantidad de agua, por lo
general, la formacion de la suspension provoca un cambio minimo en la estructura del
almidon. Sin embargo, a medida que la temperatura se eleva hasta la temperatura inicial de
gelatinizacion, el almidon comienza a absorber agua (Vaclavick, 2003). La gelatinizacion
corresponde a los fendmenos de hinchamiento irreversible y solubilizacién cuando los
granulos de almiddn se calientan a temperaturas superiores a 60°C en presencia de exceso de
agua. Cabe mencionar que las temperaturas iniciales de gelatinizacion son caracteristicas de
cada tipo de almiddn, por lo general se encuentran en un intervalo entre 55-70°C. Cuando se
ha sobrepasado la temperatura de gelatinizacién, los granulos de almidén pierden la
estructura cristalina nativa y con ello la estructura de la cruz de malta (birrefringencia), lo
que indica que el grado de organizacion cristalina de la amilopectina y la amilosa se ha
perdido (Atwell, 1988).

Debido a los cambios morfologicos que se producen durante la gelatinizacion del
almidon, éste adquiere una estructura mas accesible a la degradacion enzimatica (Zeleznak
and Hoseney, 1987; Slaughter et al., 2001).

Cuando el almiddén gelatinizado se deja en reposo por un tiempo y se enfria, las
moléculas de amilosa tienen tiempo suficiente para alinearse de tal forma que pueden formar
puentes de hidrégeno entre cadenas paralelas adyacentes (Lineback y Rasper, 1988).
Entonces, las disoluciones del almidon comenzaran a mostrar cambios en sus propiedades
reoldgicas, como pérdida de viscosidad, y las pastas concentradas se tornan gomosas y
exudan agua. Esos dos procesos se deben al fendmeno denominado retrogradacion (Coultate,
1997). Cabe mencionar que el fendmeno de recristalizacion de la amilosa en el proceso de
retrogradacion dificulta la hidrolisis enzimatica del almidén por las amilasas (Slaughter,
2001).
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1.1.1 Amilosa

La amilosa es un polimero lineal constituido por unidades de glucosa unidas por
enlaces a (1-4) con algunos enlaces o (1-6) presentes. La molécula de la amilosa no es soluble
en agua, pero puede formar micelas hidratadas por su capacidad para enlazar moléculas
vecinas por puentes de hidrogeno y generar una estructura helicoidal entre 6 a 8 unidades de
glucosa por cada vuelta. Por esta razon, la amilosa y el yodo forman un complejo color azul,
que es muy utilizado para cuantificar el contenido de amilosa en los almidones (Fig. 2). La
intensidad del color azul del complejo amilosa-yodo refleja informacion sobre la longitud de

la cadena de amilosa (Knutzon y Grove, 1994)

La amilosa tiene tamafio molecular variable y depende de la fuente boténica, la masa
molar intermedia es aproximadamente de 1x10° hasta 1x10° Daltones y esta conformada por
alrededor de 500 a 6000 unidades de D-glucosa (MacAllister, 1979).

Figura 2. Estructura complejo amilosa-yodo.
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1.1.2 Amilopectina

La amilopectina es el polimero mayoritario del almidon y estd conformada por
ramificaciones de unidades de glucosa unidas en un 94-96% por enlaces o (1-4) y en un 4-
6% por enlaces o (1-6) en los puntos de ramificacion. El peso molecular de la amilopectina
es alto, con fracciones que llegan a alcanzar de 1x10° hasta 1x108 Daltones estas variaciones
dependen de las fuentes botanicas del almidén aunque se han reportado pesos entre 300,000
y 500,000 Daltones (Bello Pérez et al., 2002).

La estructura de la amilopectina que se muestra en la figura 3 se basa en los estudios
realizados por Hizukuri, quien utilizo técnicas de cromatografia de permeacion en gel y
desramificacion, para finalmente llegar a la estructura que conocemos en la actualidad (Streb
y Zeeman, 2011).

Figura 3. Estructura de la amilopectina.
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Por otra parte, la morfologia de los granulos de almidoén, la relacién
amilosa/amilopectina asi como el mecanismo de degradacion del granulo de almidon
depende de las fuentes botéanicas de donde son extraidos, por ejemplo, Hernandez-Medina et
al., 2008, al caracterizar diferentes almidones de tubérculos (camote, yuca, entre otros)
observaron que los almidones de camote presentan forma esférica similares a los almidones
de papa. Los almidones de yuca muestran una forma esférica-truncada (Fig. 4A1). Ospina et
al, 2002, mencionan que los granulos més pequefios de almidon de papa tienen forma circular
y los gréanulos mas grandes tienen forma eliptica, la superficie del granulo es lisa (Fig 4A2).
Tovar-Benitez et al (2008), observé que los granulos de almidon de maiz tienen una forma
poliédrica (Fig. 4B1). Por otra parte (Sivoli et al., 2009), observaron que los granulos del
almidon de yuca tienen forma redonda y oval-truncada (Fig. 4B2). Espinoza-Solis (2008), al
analizar la estructura de los granulos de almidon de mango y platano, observo que los
granulos de almidon de mango presentaron forma esférica, forma de campana y que algunos
granulos estaban divididos. Por otra parte, los granulos de almidén de platano presentan
forma ovoide alargada y son de mayor tamafio en comparacion con los granulos de almidén
de mango (Fig. 4C y D). La velocidad de hidrélisis del almidon esta inversamente relacionada
con el tamafio de los granulos, asi la velocidad de hidrélisis es mayor para el

trigo>maiz>yuca>papa (Ring et al., 1988).
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Figura 4. Morfologia de los granulos de almidon de diferentes fuentes botanicas
Al). Camote. A2). Papa. B1). Maiz. B2). Yuca. C). Mango. D). Platano. Iméagenes
tomadas de Ospina et, al., 2002; Tovar-Benitez et al., 2008; Sivoli et al., 2009;
Espinoza-Solis, 2008.

1.1.3 Caracteristicas del almidén comercial Eslab

El almidon comercial marca Eslab ha sido utilizado como sustrato para la
caracterizacion bioquimica de la a-amilasa de B. amyloliquefaciens JJC33M (AmiJ33).
Presenta una relacién de amilosa/amilopectina de 27.8 y 72.22%, respectivamente, y de
acuerdo con el analisis de Microscopia Electronica de Barrido (SEM) contiene granulos
pequefios que son de forma circular y granulos mas grandes de forma eliptica, asi mismo, la
superficie de los granulos es lisa (Fig. 5). Observando las morfologias de las diferentes
fuentes botanicas del almidon en la literatura y comparandolo con el almidén comercial

Eslab, se infiere que dicho almidon proviene de papa (Hernandez-Heredia y del Moral S,
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2016) ya que tiene similitud con la morfologia de los granulos de almidén analizados por
Hurtado, 1997, Ospina et al., 2002 y Bello-Pérez, 2008.

Figura 5. Microscopia Electrénica de Barrido (SEM) de los granulos del almidén
comercial Eslab, amplificados; A). 600X., B). 1000X., C). 3000X. Imagenes
tomadas de Sarahi Hernandez-Heredia y del Moral S, 2016.

1.2 Hidrélisis enzimatica del almidon

A partir del siglo XVI1I comenzé el desarrollo de la hidrélisis del almidén, debido a la
falta de acceso de fuentes tradicionales de azlcar como consecuencia del bloqueo que
ocasioné Napoledn en Europa. Con base en estos problemas se ofrecieron recompensas a
aquellos que encontraran métodos para obtener sustitutos (Fullbrook, 1984). El primero en
encontrar algo similar fue el quimico Kirchiff quien descubrié que hirviendo almidén en
medio &cido y posteriormente neutralizdndolo obtenia azlcar (Schwardt, 1990). Sin
embargo, al no tener un método estandarizado se dio cuenta que la accién del &cido daba
lugar a la formacion de productos de sabor y color indeseables. Debido a las caracteristicas
indeseables obtenidas en los jarabes causados por la hidrélisis acida, mas tarde surgiria un
nuevo método basado en el desarrollo de tecnologia enzimatica. En 1833, el francés Payen
logro aislar la a-amilasa de la malta, a la cual llam¢é diastasa. Por otro lado, Takamine en
1894 utiliz6 un coctel enzimatico (posiblemente el primer producto enzimatico de origen
microbiano) procedente de Aspergillus oryzae como suplemento alimenticio (Fullbrook,
1984). Al descubrir la importancia de las enzimas en la hidrolisis del almiddn, este proceso
permitio la produccion de jarabes con caracteristicas deseables. A mediados del siglo pasado,

la industria del procesamiento del almidon cobré importancia, al utilizar una
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amiloglucosidasa en conjunto con una a-amilasa para la produccion de jarabes ricos glucosa
(Luenser, 1983). Tiempo después se optimizd el proceso enzimatico a nivel industrial cuando
se utilizé la amilasa de B. licheniformis, una de las caracteristicas importantes de esta enzima
su estabilidad a altas temperaturas, 1o cual permite una alta produccién de jarabes con un

contenido de glucosa alrededor del 98% (Long, 1986).

1.2.1 Enzimas que catalizan la hidrolisis de los enlaces o (1-4)

Las enzimas responsables de la hidrdlisis del almidon son las glucosil hidrolasas (GH)
dentro de las cuales se encuentran las a-amilasas (3.2.1.2), las B-amilasas (3.2.1.2), las
amiloglucosidasas (3.2.1.3), las pululanasas (E.C. 3.2.1.41) y las ciclodextrinas
glucanotransferasas (EC 2.4.1.19) (Fig. 6).

Las a-amilasas (3.2.1.1) (Fig. 6) son enzimas que catalizan la hidr6lisis de los enlaces
glucosidicos a (1-4) de la molécula del almidon. Estas enzimas son producidas por animales,
vegetales y microorganismos, son generalmente estables a pH 5.5-8.0 en presencia de calcio
(Vihinen et al., 1989).

Las B-amilasas (EC 3.2.1.2) (Fig. 6) son enzimas que hidrolizan los enlaces
glucosidicos o (1-4) de los extremos no reductores de la amilosa, amilopectina o glicogeno,
produciendo las formas B-anoméricas de maltosa. La produccion de las formas f-anoméricas
de maltosa se da por la inversion de la configuracion a a 3 alrededor de la configuracion del
Cl. Las B-amilasas estan presente ampliamente en plantas y microorganismos tales como

levaduras y bacterias (Reed, 1975; Henrissat, 1991; Georg-Kramer et al., 2001).

La amiloglucosidasa (E.C. 3.2.1.3) (Fig. 6) hidroliza los enlaces a (1-4) de los
polisacaridos residuales que fueron expuestos a la accion de a y P amilasa. El principal
producto de reaccion de la glucoamilasa sobre el almidon es glucosa. Las glucoamilasas son
inactivas sobre almidon nativo. La temperatura y pH éptimo de estas enzimas oscila entre 4-
5.5y 55-65°C, respectivamente (Alan Wiseman, 1985).

Las ciclodextrinas glucanotransferasas (EC 2.4.1.19) (Fig. 6) son enzimas capaces de
degradar el almidén convirtiéndolo principalmente en ciclodextrinas (CDs), ademas de la

ciclacion estas enzimas catalizan otras tres reacciones: acoplamiento, transferencia e
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hidrolisis. En la actualidad las ciclodextrinas glucanotransferasas son estudiadas por su
potencial uso biotecnolégico, ya que debido a su estructura pueden formar complejos de
inclusion con gran variedad de moléculas, debido a esta propiedad las CDs son utilizadas en
la industria farmacéutica, cosmética o alimentaria, asi como en procesos de bioconversion y

separacion (Tonkova, et al., 1998).

Las pululanasas (E.C. 3.2.1.41) (Fig. 6) también conocida como pulalan-6-
glucanohidrolasa, hidroliza los enlaces glucosidicos a (1-6) en la molécula del pululano
(polisacarido formado por unidades de maltotriosa) del almidén y tiene como productos
principales la maltotriosa y maltosa e hidroliza el almidon para dar como producto principal

maltosa (Adinarayana et al., 2006).

Figura 6. Sitio de hidrdlisis de diferentes a-amilasas sobre la molécula de almidon.
Imagen tomada de Kennedy et al., 1988.
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1.2.1.1 Fuentes productoras de a-amilasas

Las a-amilasas se pueden sintetizar por diversos organismos incluyendo plantas,
animales, hongos y bacterias (Da Lagea et al., 2007). Las enzimas de fuentes microbianas
son generalmente utilizadas para procesos industriales ya que tienen una serie de ventajas
como buena productividad, alta termoestabilidad, bajo costo de produccion, manipulacion
segura, y facilidad de modificacién de procesos. Las a-amilasas producidas por B. subtilis
sp. B. amyloliquefaciens, Escherichia spp. Pseudomonas, Aspergillus, Trichoderma,
Neurosporas, Penicillium, Falcifarum Rizhopus, Mucor y Candida son las maés

comercializadas debido a sus caracteristicas bioquimicas y cinéticas (Gupta et al., 2003).

1.2.1.2 Aplicaciones de las a-amilasas

Debido a su accién, las a-amilasas tienen una amplia aplicacién en la industria
alimentaria, de fermentacion, textil, cervecera y papelera, para fabricar diversos productos o
mejorar las caracteristicas organolépticas de los productos (Pandey et al., 2010).

La principal aplicacion de las a-amilasas en la industria es la fabricacion de cerveza,
en el proceso de maceracion, ya que la levadura fermentativa no es capaz de metabolizar

sustratos complejos como el almidén (Chica, 1996).

Otro proceso industrial en donde se utilizan a-amilasas es en la obtencion de jarabes
fructosados a partir del almidon. Durante este proceso se utilizan tres tipos de hidrolasas:
glucoamilasa, a-amilasas y glucosa isomerasa. La o-amilasa hidroliza los enlaces
glicosidicos a (1-4) de la molécula del almidon y genera azucares sencillos como: glucosa,
maltosa y maltodextrinas, mientras que la glucoamilasa hidroliza los residuos que ha dejado
la a-amilasa, finalmente la glucosa isomerasa convierte a la glucosa en su esteroisomero,
fructosa (Hernandez-Uribe et al., 2008).

En laindustria de detergentes también las a-amilasas son utilizadas como ingredientes
para degradar las manchas ocasionadas por los residuos de almiddn, estas a-amilasas deben
tener ciertas caracteristicas: ser resistentes a proteasas, temperatura éptima entre 70-90°C y
pH optimos alcalinos. Una de las a-amilasas que es muy utilizada en los jabones es la que

proviene de B. licheniformis (Kir et al., 2002).
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En la industria de panificacion también son ampliamente utilizadas las a-amilasas, ya
que se pueden afiadir a la masa de pan para degradar el almidon de la harina y obtener
principalmente productos de bajo peso molecular como glucosa, maltosa, entre otras, estos
productos son posteriormente fermentados por la levadura. La adicion de la enzima a la masa
da como resultados una mejora en la tasa de fermentacion y la reduccion de la viscosidad de
esta misma. Por otra parte, produce azUcar en la masa, lo que mejora el sabor, el color de la
corteza y el tostado, y la suavidad de los productos horneados (van der Maarel, et al., 2002;
Gupta et al., 2003).

En la industria textil, las a-amilasas son utilizadas principalmente para el proceso de
desengomado, para ello se utilizan a-amilasas bacterianas provenientes de B. subtilis y B.

licheniformis, que son estables a altas temperaturas (Hendriksen et al., 1999).

En cuanto al posicionamiento econémico de las enzimas, la venta mundial se ha
incrementado de manera constante y estudios de mercado concluyen que se seguird
incrementado en los proximos afios (Global Food Enzymes Market 2014-2017 and 2025).
Tan solo en el afio 2015, Market research Report registré que el mercado global de enzimas
utilizadas principalmente en el sector de alimentacién y panificacion fue de 255. 1 millones
de ddlares, de los cuales 82.7 millones de dolares corresponden a los ingresos del mercado
europeo. Norteamérica fue el mercado méas grande con una produccion de 27, 799.7 toneladas

de a-amilasas (https://www.grandviewresearch.com).

1.2.1.3 Propiedades estructurales de las a-amilasas

El peso molecular de las a-amilasas bacterianas del género de Bacillus oscila entre
22-76 kDa (Pandey et al., 2000; Gupta et al., 2003; Hernandez-Heredia y del Moral S, 2016)
y como consecuencia también varia su estructura primaria y la composicion de las regiones
que las conforman. Las a-amilasas por lo menos estan constituidas por un dominio A/B,
donde se encuentra el sitio activo y un dominio C que en algunos casos esta relacionado con
la termoestabilidad de la enzima. Las a-amilasas de peso molecular bajo 20-30 kDa (Saito,
1973) no tienen péptido sefial ni la region C-terminal y las de mayor peso molecular 40-70
kDa contienen dominios adicionales que algunas veces pueden estar involucrados con la

unién a carbohidratos (Fig. 7).
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Figura 7. Estructura primaria y diferencia de peso molecular de diversas a-amilasas.

1.2.1.4 Caracteristicas mas importantes de cada una de las regiones y dominios de las
a-amilasas

Péptido sefial: la mayoria de las a-amilasas bacterianas estan constituidas por un
péptido sefial, este péptido contiene entre 26-28 aa, consta de una region cargada
positivamente, una region hidrofdébica, y una region polar que contiene un sitio de escision
especifico (Rabhi et al., 2007) (Fig. 7). La via de secrecion de proteinas SEC-SRP esta

implicada en este proceso (Fig. 8), en donde una vez que se lleva a cabo la transcripcién y la
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traduccion, la seleccion de la ruta SEC o SRP se realiza en la etapa de las cadenas nacientes
que emergen del ribosoma (Beck et al., 2000), es decir, si los segmentos sefial de las proteinas
son muy hidrofébicos como es el caso del péptido sefial, recae en la via SRP de lo contrario si
la secuencia sefial de las proteinas es menos hidrofébica o corta recae en la via SEC. Sin
embargo, ambas vias pueden trabajar de forma complementaria. Después del reconocimiento
de la secuencia sefial, la proteina es transportada por SEC B hacia SEC A donde SEC A se
encarga de transportar a la proteina hacia la membrana. El péptido sefial es removido por una
peptidasa tipo | después de pasar la membrana citoplasmatica, posteriormente se libera la
proteina madura al medio extracelular y finalmente las proteinas se pliegan en su
conformacion nativa (Salimi et al., 2008; Harwood et al., 2008; Fu et al., 2007).

Figura 8. Propuesta de la via de secrecion de la a-amilasa de Bacillus, Salimi et al.,
2012.
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Dominio A/B: El dominio A es el mas conservado en las a-amilasa microbianas, se
caracteriza por tener una estructura denominada TIM-barrel conformada por ocho a-hélices
y ocho B-l&minas (Nielsen et al., 2000) (Figs. 9y 10). En la estructura TIM-barrel se localiza
la triada catalitica responsables de la actividad amilolitica: dos residuos de acido aspartico
(Asp) y un residuo de &cido glutamico (Glu) (Prasanna, 2005). Dentro del dominio A se
encuentra el dominio B, este dominio esta conformado por un largo bucle que sobresale entre
la lamina B3 y la a-helices, es altamente variable en longitud (50-100 aa) y se conforma por
B-ldminas, su funcion esta relacionada con la estabilidad de la enzima, y esté involucrado

junto con el dominio A en la interaccién con iones (Na y/o Ca).

Dominio C: El dominio C forma parte de la tltima secuencia en donde se localiza el extremo
C-terminal y éste se encuentra unido al dominio A (Sivaramakrishnan et al., 2006). En
trabajos reportados por Mehta and Satyanarayana, 2014 y Liu et al., 2017 se menciona que
el dominio C en algunas a-amilasas esta involucrado en la termoestabilidad de la enzima,
incluso Hua et al., 2004 resaltan que existe una mayor termoestabilidad cuando el dominio

C se fusiona con el dominio de unién a almidén (SBD) (Fig. 9).

Figura 9. Estructura 3D de la a-amilasa, B. amyloliquefaciens P00692 (PDB: 3BH4),
imagen propia, modelada en PyMOL. El dominio A esta representado de color azul, el
dominio B se representa de color cian y el dominio C por el color verde.
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Figura 10. Estructura 3D de la a-amilasa de B. amyloliquefaciens P00692, estructura
TIM barrel (PBD: 3BH4), imagen propia, modelada en PyMol. En la parte superior
derecha se muestran tres figuras que representan al TIM-barrel en diferentes angulos.

Dominios de unién a almidon (strach binding domains, SBDs): Las enzimas hidroliticas
microbianas que catalizan la degradacion de granulos de almidén o paredes celulares de
plantas, poseen en su estructura dominios auxiliares no cataliticos denominados mddulos de
unién a carbohidratos (Carbohydrate Binding Module, CBM). Los CBM pueden tener
afinidad por el almidoén, celulosa o xilano y aquellos con afinidad a almidén se conocen
comunmente como dominios de union a almidén (SBD) (Christiansen et al., 2009) y se
agrupan en diez familias de CBM: 20, 21, 25, 26, 34, 41, 48, 58, 69 y 74
(http://www.cazy.org/Carbohydrate-Binding-Module).

El SBD esta presente en enzimas provenientes de bacterias, arqueas y eucariotas, se ha
identificado en aproximadamente el 10% de las enzimas amiloliticas (Janecek y Sevcik,
1999). Estructuralmente, se pueden encontrar con mayor frecuencia en la region C-terminal
(Janecek et al., 2002) y rara vez en la region N-terminal (Fig. 11), incluso algunas a-amilasas
pueden tener en tandem mas de un modulo de union. EI SBD estd conformado por un

segmento de aproximadamente 100 aminoacidos conservados (Juge et al., 2002). Sus
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residuos consenso son, aminoacidos aromaticos como Trp, Tyr y Phe, que pueden ser los
responsables de la unién de los diversos hidratos de carbono (Van y Boraston 2007; Tung et
al., 2008; Guillen et al., 2009; Koropatkin y Smith 2010). La funcion principal del SBD es
ayudar al dominio catalitico a unirse al almidén nativo (insoluble) y degradarlo (Southall et
al., 1999) incrementado su actividad, sin embargo, en algunas a-amilasas ha tenido el efecto
contrario, es decir, tal parece que la presencia del SBD en algunas a-amilasas afecta
negativamente la actividad enzimética (Tabla 2).

Figura 11. Representacion de familias de CBM que contienen SBD (UniProt y SMART).
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Tabla 2. Efecto del SBD en la actividad enzimatica de algunas a-amilasas

Actividad en Actividad en
. . almidén soluble almidon .
Enzima Regiones . Referencia
insoluble
AmiJ33r 280 U/mg 0 U/mg
a-amilasa | (gen completo) ) .
(AmiJ33) Montor-Antonio et
AmiJ33 (ASBD) 5198 U/mg 44.24 U/mg al., 2017
a-amilasa WT 453.5+10.7 U/mg | 119.2+1.6 U/mg Hui Peng, et al.,
(AmyP) 2014
ASBD 103.2+4.8 U/mg 55.5+1.4 U/mg
a-amilasa WT 100£12.7% 100+5.7% Koropatkin and
(SusG) ASBD 162+5.9% 29+1.4% Smith, 2010
WT 200.3 U/mg 11 U/mg Lo Huei Fen et al.,
o-amilasa ASBD 207.1 U/mg 11 U/mg 2002

1.2.1.5 Mecanismo de reaccion de las a-amilasas

Las a-amilasas se caracterizan por hidrolizar los enlaces glucosidicos o (1-4) de la
molécula del almidon para generar productos como glucosa y maltosa, entre otros. El
mecanismo catalitico es similar al de las glucosil hidrolasas que llevan a cabo la hidrolisis
del enlace glucosidico mediada por la accién de dos residuos cataliticos presentes en el sitio

activo; uno acttia como donador de protones y otro como nucleéfilo o base (Fig. 12).

El enlace glucosidico puede hidrolizarse de dos formas, dependiendo de la
configuracién del carbono anomérico que haya resultado de la hidrolisis. La primera
configuracién consiste cuando el carbono anomérico cambia y se conoce como inversién de
la configuracion. Por otro lado, si la configuraciéon del carbono anomérico se mantiene, se

dice que la reaccidn es por retencién de la configuracion.

El mecanismo de inversion tiene lugar en una sola etapa, por lo general estas
reacciones ocurren en las f-amilasas y glucoamilasas. Uno de los dos residuos que
interaccionan en este proceso es el acido glutamico (Glu) del sitio catalitico que opera como
base, facilitando el ataque de una moléecula de agua al carbono anomérico y el otro, como

acido, asistiendo la separacién del oxigeno (Fig. 12A).
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El mecanismo de retencion tiene lugar mediante un doble desplazamiento, por lo
general esta reaccion ocurre en la mayoria de las a-amilasas. En este proceso uno de los
residuos de &cido aspartico (Asp) realiza un ataque nucledfilico al carbono anomérico. Como
resultado tiene lugar la formacion transitoria de un enlace covalente entre la enzima vy el
glicosido. Este enlace es lo suficientemente estable como para permitir la separacion del
centro activo de la parte liberada y su reemplazamiento por una molécula de agua, con
asistencia de un segundo residuo catalitico acido/base que actua en la primera etapa como
acido, protonando el oxigeno glicosidico, y como base en la segunda, sustrayendo un proton
de una molécula de agua que rompe el enlace covalente transitorio y regenera a la enzima
(Davies y Henrissat, 1995; Ly y Withers ,1999; Withers, 2000) (Fig. 12B).

Figura 12. Mecanismo de reaccion de las glucosil hidrolasas. A. Mecanismo de
inversion. B. Mecanismo de retencion.
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1.3 AmiJ33, a-amilasa de Bacillus amyloliquefaciens JJC33M

Bacillus amyloliquefaciens JJC33M se aisld de suelos cultivados con cafia de azlcar
en la cuenca del Papaloapan. Es una bacteria Gram positiva, fermenta glucosa, manitol y
produce una a-amilasa denominada AmiJ33 de 50 kDa (Montor et al., 2014). Cuando
AmiJ33 nativa se caracterizé bioquimica y cinéticamente se concluyé que el pH 6ptimo de
AmiJ33 es 5.0, la temperatura dptima de actividad es a 80°C, la vida media de AmiJ33 a 40,
50 y 60°C son de 16.5 h, 2.31 h y 15 min, respectivamente. Los resultados para Km Y Vimax
son 10.6 mg/mL y 41 U/mg, respectivamente. En cuanto a los productos de hidrdlisis,
AmiJ33 genera glucosa, maltosa y maltopentosa a partir de almidon nativo, ademas so6lo
hidroliza el 25% del almiddn (Eslab), lo cual correlaciona con el porcentaje de amilosa 27.8%

del polisacérido (Hernandez-Heredia y Del Moral S, 2016).

Por otro lado, el andlisis de la secuencia del genoma de B. amyloliquefaciens JJC33M
indico que dicho microorganismo codifica un gen para una a-amilasa (amyJ33S) de 72 kDa,
22 kDa mas que la a-amilasa que se expresa (Montor-Antonio et al., 2017). Lo anterior indica
que la proteina de 72 kDa se procesa, tanto en el extremo N como en el C-terminal, antes de
ser exportada al medio extracelular con un peso de 50 kDa, tamafio suficiente para abarcar a
los dominios A/B y C. El analisis de la secuencia genomica de la a-amilasa recombinante,
AmiJ33r, reveld que la enzima tiene una identidad entre el 95-99% con a-amilasas del género
Bacillus y esta conformada por un péptido sefial, una regién-P, un dominio A/B (317aa), un
dominio C (76aa) y ademas contiene una regién extra C-terminal que incluye una region de
transicion y un SBD putativo (176aa) (Fig. 13). Como se ha sefialado, la regién C-terminal
no se encuentra presente en todas las a-amilasas. Al comparar las propiedades bioquimicas
y enzimaticas de la o-amilasa AmiJ33 nativa y recombinante (expresada en B.
amyloliquefaciens JJC33M y E. coli TOP10) se infirié que la regién C-terminal tuvo un
efecto positivo en la termoestabilidad (50 contra 60°C) y en la estabilidad a pHs alcalinos
(20%). Sin embargo, tuvo efecto negativo en la eficiencia catalitica y en la actividad
enzimatica en almidén soluble, sobretodo la region C-terminal evitd la degradacion del
almidon nativo (Montor-Antonio et al., 2017). Lo anterior resulto sorprendente, ya que en la
region extra del C-terminal se localizé una region putativa de unién a almidén (SBD), que

en teoria, debe mejorar la capacidad hidrolitica en almidon nativo. Dadas las particularidades
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estructurales de AmiJ33r y su incapacidad de hidrolizar almiddn nativo, resulta interesante
estudiar el efecto del dominio C y la region C-terminal en el procesamiento del almidén en

un mismo sistema de expresion.

Figura 13. Representacion de la estructura primaria de AmiJ33r (Montor-Antonio et al.,
2017).
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1. JUSTIFICACION

Dada la demanda de a-amilasas, tan solo en el afio 2015, sus ventas en el mercado
global principalmente en el sector de alimentacion y panificacion fueron de 255.1 millones
de ddlares. Esto se debe principalmente a que las empresas buscan enzimas competitivas que
les permitan optimizar tiempo, materia prima, reactivos y costos. Por lo tanto, ante estas
situaciones se buscan desarrollos biotecnologicos para comprender el funcionamiento de las
enzimas y construir nuevas con caracteristicas y condiciones optimas que permitan seguir

aumentando la productividad enzimética de gran importancia econémica.

AmiJ33 (contiene dominio A/B y C) es una a-amilasa que debido a sus caracteristicas
enzimaticas y bioquimicas puede ser incorporada en el sector de panificacion. Por otro lado,
AmiJ33r (contiene dominio A/B, C, D y E (SBD)) podria ser incorporada en el sector de
panificacion o industria textil debido a sus caracteristicas bioquimicas. Sin embargo, se

necesita realizar un estudio detallado sobre la funcion de sus dominios.

El dominio C en las a-amilasas puede tener efecto en la actividad de la enzima, la
region C-terminal en las a-amilasas puede generar cambios en la especificidad del sustrato y
en la actividad enzimatica. Estudios comparativos entre AmiJ33 y AmiJ33r han mostrado
que la regién C-terminal esta relacionada en ambas caracteristicas, por lo tanto, es deseable
estudiar la funcion del dominio C y la regién C-terminal (dominio D y SBD) en AmiJ33ry
analizar la funcion del SBD presente en la misma region, con la finalidad de contribuir al
conocimiento de la funcion de las regiones extras de esta enzima en términos bioquimicos y

enzimaticos.
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1. HIPOTESIS

La eliminacion del dominio C y de la region C-terminal (dominio D y SBD) de la a-
amilasa de B. amyloliquefaciens JJC33M disminuira la eficiencia catalitica, la actividad
enzimética y la termoestabilidad de la enzima y cambiara su especificidad por el sustrato.

El dominio tipo SBD presente en la region C-terminal de la a-amilasa de B.

amyloliquefaciens es capaz de unirse a moléculas de almidén.
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IV. OBJETIVOS
4.1 Objetivo general

Estudiar la funcion del dominio C y de la region C-terminal (dominio D y SBD) de
la a-amilasa de B. amyloliquefaciens JJC33M a través de la caracterizacion biogquimica y

cinética de las versiones truncadas.
4.2 Objetivos particulares

» Estudiar mediante modelado in silico las regiones estructurales de las versiones
truncadas de la a-amilasa de B. amyloliquefaciens JJC33M (AmiJ33r, AmiJ33-
AB, AmiJ33-ABC, AmiJ33-ABCD y el SBD).

» Construir y purificar versiones truncadas de la a-amilasa de B. amyloliquefaciens
JJIC33M (AmiJ33-AB, AmiJ33-ABC, AmiJ33-ABCD y el SBD).

» Estudiar el efecto de la region C-terminal en la termoestabilidad, vida media,
efecto de pH y especificidad por el sustrato.

» Determinar la funcionalidad (capacidad de unirse a moléculas de almidén) del

dominio tipo SBD.
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V. METODOLOGIA

5.1 Modelado de la estructura tridimensional de la a-amilasa de B. amyloliquefaciens
JJC33M, AmiJ33r

La secuencia aminoacidica de AmiJ33r sin el péptido sefial fue modelada en 3D con
los siguientes servidores; I-TASSER (https://zhanglab.ccmb.med.umich.edu), SWISS
MODEL (https://swissmodel.expasy.org/interactive) y Raptor X
(http://raptorx.uchicago.edu/StructurePrediction/predict/). El mejor modelo fue seleccionado
con base en PROCHECK-Z Score, con base en el porcentaje de identidad (secuencias de a-
amilasas homologas) y con base en el diagrama RMSD Ramachandran. Una vez seleccionado
el mejor modelo 3D, éste se utiliz6 como molde para modelar las versiones truncadas de
AmiJ33r (AmiJ33-AB, AmiJ33-ABC, AmiJ33-ABCD y el SBD). PyMOL fue el software
que se utilizé para predecir las estructuras 3D de las versiones truncadas.

5.2 Material biolégico

B. amyloliquefaciens JJC33M se obtuvo de una coleccion de cepas del Laboratorio de

Biologia Molecular de la Universidad del Papaloapan (Montor et al., 2014).

E. coli TOP10 y E. coli BL21 fueron utilizadas para realizar las clonaciones. Los

genotipos respectivos de estas cepas se enlistan en la tabla 3:

Tabla 3. Cepas de Escherichia coli y genotipos

Cepa Genotipo Referencia

E. coli TOP10 | F- mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) ®80lacZAM15 AlacX74 Stratagene
recAl deoR araD139 A(ara-leu)7697 galU galK16 rpsL
(StrR) endAL X

E. coli BL21
(DE3)

B F- ompT hsdS(rB- mB-) dem+ Tetr gal (DE3) endA Hee | IMVITOGEN

[argU ileY leuw Camr].
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5.3 Condiciones y medio de cultivo

B. amyloliquefaciens JJC33M se crecid a 37°C, 180 rpm, por 24 h, en medio el YENB

(Tabla 4).

Tabla 4. Medio YENB

Componente

Concentracion (g/L)

Marca y N° catalogo

Extracto de levadura

Caldo nutritivo

7.5

8.0

BD Bacto, Cat 212750

BD Bioxon, Cat 210300

Las cepas de E. coli TOP10 y E. coli BL21 se crecieron a 37°C, 180 rpm, por 16 h,

en medio LB (Tabla 5). Al medio de cultivo se le adiciond 100 pg/mL de ampicilina para
mantener los plasmidos. Se agregd 1.4% de agar al medio para la preparacion de las cajas
Petri. Las cepas se almacenaron a -20°C en glicerol al 40% (v/v) diluyendo en proporcion
1:1 cultivo: glicerol al 80% (v/v) respectivamente y se utilizaron como indculos para las

fermentaciones.

Tabla 5. Medio LB

Componente

Concentracion (g/L)

Marca y N° catalogo

Extracto de levadura
Triptona

NaCl

5

10

10

BD Bacto, Cat 212750
BD Bacto, Cat 211705

J.T B aker, Cat 3524-01

5.4 Extraccion y purificacion del ADN gendémico de B. amyloliquefaciens JJC33M

Las células de B. amyloliquefaciens JJC33M se crecieron en medio YENB estéril.
Posteriormente se inocul6 10% (v/v) del medio descrito anteriormente en un medio de cultivo

volumen final, se incubd a 37°C, 24 h, 180 rpm (Excella E24 Incubator, New Brunswick
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Scientific). Se centrifugd 1.8 mL de medio fermentado a 10 000 g por 1 min, se elimino el
sobrenadante y se recuperaron las células (Heraeus Pico 17 Centrifuge, Thermo Scientific).
El ADN genomico se obtuvo con el kit UltraClean Microbial DNA lIsolation MO BIO),

siguiendo las especificaciones del proveedor.

5.5 Amplificacion de las versiones truncadas de AmiJ33

Las versiones truncadas del gen AmyJ33s se amplificaron por PCR usando en las
reacciones las concentraciones mencionadas en la tabla 7 con los oligonucledtidos:
AmiJASPFw y AmiJDBRv para AmiJ33-AB, para AmiJ33-ABC con AmiJASPFw y
AmiJABCRyv, para AmiJ33-ABCD con AmiJASPFw y AmiJABCDRYV vy para el SBD con
AmiJSBDFw y AmiJSBDRVv. Los oligonucledtidos mencionados se enlistan en la tabla 6.

Las condiciones de amplificacion usadas se muestran en la tabla 8.

Tabla 6. Oligonucledtidos utilizados para la construccion de las versiones truncadas

Oligonucledtido Secuencia (5" 3") Longitud Tm
(b) °C

AmiJASPFw 5"CACCCATATGGTGACCGCATCTTCAGTCAAA 3 31 63
AmiJDBRv 5 CTCGAGACCGCCCATTACATTGTGAAA 3’ 27 60
AmiJABCRvV 5 CTCGAGCGCATTTCCGATATCGTCAGG 3’ 27 63
AmiJABCDRv | 5CTCGAGTTTGACAAACGTGTATTCTTGGGT 3 30 60
AmiJSBDFv 5"CACCCATATGAAAGACCCGTCTCAAGCCAAC ¥ 21 63
AmiJSBDRv 5 CTCGAGATG CCG AAG ATAGCC ATT CAA 3’ 24 60

CATATG Ndel
CTCGAG Xhol
CACC Bases necesarias para la clonacion unidireccional

Los nucle6tidos subrayados son los adicionados para el reconocimiento de enzimas Ndel, Xhol y las bases
necesarias para la clonacién unidireccional en pET101D/TOPO.
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Tabla 7. Componentes de PCR

Componentes Volumen ( puL)
Agua 16.2
10x Taq Buffer 2
dNTP Mix 10mM 0.4
MgSO, 50 mM 0.4
Oligonucledétido Forward 10 uM 0.2
Oligonucledtido Reverse 10 uM 0.2
ADN (46 ng/uL) 0.4
Vent DNA polimerasa 1U/uL (Invitrogen) 0.2

Tabla 8. Condiciones de PCR

N° de ciclos Etapa Tiempo (min) T (°C)
1 Desnaturalizacion 1 95
Desnaturalizacién 0.5 95
30 Alineamiento 0.5 *
Extension 1 min por kb 72
: Extension final 5 72

*Segln sea el par de oligonucledtidos: AmiJASPFw y AmiJ33 ABRv; SBDFw y SBDRv a 58.4,
AmiJASPFw y AmiJ33 ABCRv a 60°C y AmiJASPFw con AmiJ33 ABCDRv a 59°C.

5.6 Electroforesis de ADN

El material genético se verificd por electroforesis de agarosa. Se cargaron 3 puL de
ADN mezclado con 3 uLL de SBX 6X (Sacarosa, azul de Bromofenol, azul de Xileno) en un
gel de agarosa 0.8% (p/v). Se utiliz6 como amortiguador de corrida TAE 1X (Tabla 9). Las
muestras fueron corridas a voltaje constante de 100 V, de 30 a 40 min (Mini Sub® Cell GT
BIO-RAD). Al término de la electroforesis, el gel se revelé con una solucién de bromuro de
etidio (0.5 ug/mL) por 5-10 min, posteriormente se realizaron lavados con agua destilada por
10 min, y finalmente el gel fue observado en un fotodocumentador (Syngene Ingenius LHR)

mediante el programa GeneSnap.
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Tabla 9. Componente del TAE 1X

Componente Concentracion (g/L) Marcay N° catélogo
Tris base 48.4 Bioland Scientific, Cat CT01-5KG
Acido acético glacial 11.42 mL J.T Baker, Cat 9508-05
Agua destilada om
20 mL J.T Baker, Cat 8993-01

EDTAO05M

5.7 Clonacién de las versiones truncadas de la a-amilasa de B. amyloliquefaciens
JC33M

Para realizar las clonaciones de las versiones truncadas de AmiJ33, se utilizaron dos
tipos de plasmidos; uno de clonacion, pJET1.2/blunt y dos de expresion; el pET22b(+) y el
pET101/D-TOPO (Invitrogen, K101-01) (Fig. 17). EI pJET1.2/blunt (Thermo Scientific,
K1232) (Fig. 15) es un vector de clonacion y se caracteriza por la facil recuperacién de los
productos de PCR mediante digestion con enzimas de restriccion. Los plasmidos pET22b (+)
y pPET101/D-TOPO son vectores de expresion, los cuales se caracterizan por que tienen un
sistema de expresion fuerte inducible por IPTG y un parche His-Tag que permiten la
purificacion de proteinas recombinantes, ambos plasmidos contienen un gen de resistencia a
ampicilina que permite la seleccion de clonas positivas. En la figura 14A y 14B, se resume
la estrategia de clonacion de las versiones truncadas de AmiJ33 en los plasmidos
pJET1.2/blunt pET22b(+) y pET101/D-TOPO, respectivamente. Se utilizaron ambos
plasmidos debido a la llegada tardia del plasmido pET101D/TOPO al laboratorio. Una de las
principales ventajas del pET101D/TOPO con respecto al pET22b es que tiene integrada la

enzima topoisomerasa y optimiza el tiempo de ligacién y clonacion.
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Figura 14. Estrategia de clonacion de las versiones truncadas.

5.7.1 Clonacion de los productos de PCR de las versiones truncadas de la a-amilasa
(AmiJ33) en el plasmido pJET1.2/blunt

El producto de PCR de cada version truncada del gen AmyJ33s fue clonado en el
plasmido pJET 1.2/blunt (Fig. 15) siguiendo las especificaciones del proveedor. Se usaron
0.5 uL de producto de PCR (100 ng/pL) y 0.5 pL de vector (0.025 pmol), buffer de reaccion
2X (5 yL), T4 DNA ligasa (0.5 pL) (10 u/ pL) y agua libre de nucleasa (3.5 pL), se coloco
la muestra en una cubeta de electroporacion (BIO RAD, Cat 165-2089) de espesor de 0.1
mm previamente enfriada a 4°C. Las células se transformaron por electroporacion con las
siguientes condiciones: 2.5kV, 25uF, 200Q2 (MicroPulser, BIO -RAD). Inmediatamente las
células se resuspendieron en 500 pL de medio LB, y se incubaron en agitacion a 37°C, 180

rpm, por 1 h. Posteriormente, se inocularon con 50, 100, 150 y 200 uL de las células
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transformadas y recuperadas en medio LB cajas de agar LB/ampicilina 100 pg/mL. Las cajas

se incubaron a 37°C por 16 h. Las cajas se incubaron a 37°C por 16 h.

Las clonas recuperadas se crecieron en medio LB con ampicilina (100 pg/mL),
posteriormente se realizé la extraccion de plasmido con el Kit GeneJET plasmid Miniprep,
siguiendo las especificaciones del proveedor (Invitrogen). Los plasmidos obtenidos se
verificaron por electroforesis. Posteriormente, los plasmidos fueron escrutados por patron de
restriccion utilizando las enzimas de restriccion Ndel y Xhol, bajo las siguientes condiciones:
1 pL de plasmido (400 ng/uL), 2 puL de buffer 10x R, 0.4 pL de enzima Ndel (10 U/uL). 0.4
pL de enzima Xhol (10 U/pL) y 16.2 pL de agua libre de nucleasa. Finalmente, los plasmidos
que tenian el patron de restriccion esperado fueron seleccionados, resembrados en medio LB
con agar y conservados para su posterior clonacién en el sistema de expresion pET22b
(Novagen, 69744).

Figura 15. Plasmido pJET1.2/blunt utilizado en el presente trabajo, figura propia.
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5.7.2 Clonacion de los productos de PCR de las versiones truncadas de la a-amilasa
(AmiJ33) en el plasmido de expresion pET22b (+)

El plasmido pET22b (+) (Fig. 16) es un vector de expresion que se utilizé para clonar
solamente las versiones ABC y ABCD. Este plasmido se caracteriza por tener un gen que
confiere resistencia a ampicilina, es inducible por IPTG (lIsopropil-B-D-1-
tiogalactopirandsido), ademés dicho plasmido contiene un parche His-Taq en el C-terminal

que permite la purificacion de proteinas recombinantes.

Los plasmidos pJET+ABCD y pJET+ABC se digirieron con las enzimas de restriccion
Ndel y Xhol, posteriormente, los insertos se purificaron por banda mediante el Kit Gel
Extraction QIAEXII y finalmente se clonaron en el plasmido pET22b (+) dando lugar a los
plasmido pET22b+ABCD y pET22+ABC, respectivamente. Las condiciones para la reaccion
de ligacion del inserto ABCD fueron las siguientes: Inserto purificado ABCD (1000 ng/uL),
plasmido pET22b (200 ng/uL), buffer 10X (3 uL), T4 DNA Ligasa (2 pL) y agua libre de
nucleasa (4 uL). Las condiciones para la reaccién de la ligacion relacion molar 1:3 (Férmula,
Anexo V) (vector: inserto) del inserto ABC fueron las siguientes: Inserto purificado ABC
(70.5 ng/uL), plasmido pET22b (23.5 ng/uL), buffer 10X (1 pL), T4 DNA Ligasa (0.66 pL)
y agua libre de nucleasa (4.8 pL).
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Figura 16. Plasmido pET22b (+) utilizado en el presente trabajo.

5.7.3 Clonacion de los productos de PCR de las versiones truncadas de la a-amilasa
(AmiJ33) en el plasmido de expresion peT101/D-TOPO

El plasmido pET101/D-TOPO (Fig. 17) es un vector de expresion que se utilizé para
clonar las versiones truncadas AB y el SBD. Es un vector unidireccional, inducible por IPTG
(Isopropil-p-D-1-tiogalactopirandsido), contiene un promotor fuerte y un gen que confiere
resistencia a ampicilina y permite la seleccion de clonas positivas, ademas, contiene His-Tag
en el C-terminal para la purificacion de proteinas recombinantes por cromatografia de

afinidad.

56



Los productos de PCR de cada version truncada del gen AmyJ33 fueron clonaron el
plasmido pET101/D-TOPO (Invitrogen) siguiendo las especificaciones del proveedor. Se
usaron 4 pL de producto de PCR purificado (21 ng/uL) y 0.5 pL de vector (10 ng/uL), con
una relacion molar inserto: vector (3:1) (Anexo V). Las clonas obtenidas fueron analizadas

por patrén de restriccion.

Figura 17. Mapa y caracteristicas del vector pET101/D-TOPO, figura propia.

5.8 Preparacion de células electrocompetentes

Se inoculd 500 mL de medio YT2X (Tabla 10) con 5 mL de un cultivo que se dejo
crecer toda la noche, posteriormente se inoculé en 500 mL de medio hasta alcanzar una
DOsoonm de 0.5 unidades, se enfrio el cultivo en hielo. Posteriormente se centrifugoé 10 min a
10 000 g a 4°C, el pellet se resuspendié en 500 mL de agua MilliQ fria estéril. Se realizé una

segunda centrifugacién por 10 min a 10 000 g a 4°C, se resuspendio el pellet en 250 mL de
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agua fria y se centrifugo por 10 min a 10 000 g a 4°C. El pellet se resuspendio en 30 mL de
glicerol al 10% (preparado en agua MilliQ), posteriormente se centrifug6é por 10 min a 10
000 xg, 4°C, el pellet se resuspendio en 3 mL de glicerol al 10%, finalmente se realizaron

alicuotas de 40 pL y se guardaron a -80°C.

Tabla 10. Medio YT2X

Componente Concentracion (g/L) Marcay N° catélogo
Extracto de levadura 16 BD Bacto, Cat 212750
Triptona 10 BD Bacto, Cat 211705
NaCl, 5 J.T B aker, Cat 3524-01

5.9 Transformacion en E. coli

Se adicionaron 4 pL de producto de ligacion a 50 pL de células de E.coli TOP10, la
mezcla se pasé a una cubeta de electroporacion de 0.1 mm de espesor previamente enfriada
a 4°C. Las células se transformaron por electroporacion con las siguientes condiciones:
2.5kV, 25uF, 200Q (MicroPulser, BIO -RAD). Inmediatamente, las células se
resuspendieron en 500 pL de medio SOC, y se incubaron en agitacion a 37°C, 180 rpm, por
1 h. Posteriormente, cajas de agar LB/ampicilina 100 pg/mL, se inocularon con 50, 100, 150
y 200 pL de las células transformadas y recuperadas en medio SOC. Las cajas se incubaron
a 37°C por 16 h.

5.10 Escrutinio de las células transformadas

Se seleccionaron 70 clonas transformadas, se pasaron por duplicado a cajas nuevas de
agar LB/ampicilina 100 pg/mL y se incubaron a 37°C por 16 h. Las clonas que crecieron en
las cajas con ampicilina fueron inoculadas por separado en 5 mL de caldo LB/ ampicilina
100 pg/mL vy se incubd a 37°C, 180 rpm, por 16 h, para generar celulas y asi extraer el
plasmido. La extraccion de plasmido se realizd con el kit GeneJET plasmid Miniprep

(Thermo Scientific) siguiendo las especificaciones del proveedor. Los plasmidos fueron
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digeridos con las enzimas de restriccion Ndel y Xhol y posteriormente fueron corroborados

mediante electroforesis.

5.11 Secuenciacion y analisis de secuencias nucleotidicas

Las clonas (AmiJ33-ABCD, AmiJ33-ABC, AmiJ33-AB y el SBD) de las versiones
truncadas de la a-amilasa (AmiJ33) de B. amyloliquefaciens JJC33M fueron secuenciadas
por la Unidad de Sintesis y Secuenciacién de ADN del Instituto de Biotecnologia de la
UNAM (Cuernavaca, Morelos). Las secuencias se analizaron en el servidor Blast
(https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi) y fueron traducidas en el servidor ExPASy
(https://www.expasy.org/). EI marco de lectura abierto se confirmé con el servidor ORF
(http://www.bioinformatics.org/sms2/orf_find.html).

5.12 Técnicas enzimaticas y bioquimicas

5.12.1 Ensayo de actividad en cajas Petri de las versiones truncadas de AmiJ33

Las clonas BL21+ABCD, BL21+ABC, BL21+AB se inocularon por duplicado en
cajas Petri con medio agar/LB/ampicilina 100 pg/mL/almidén 1% (p/v)/ 0.1 mM, 0.5 mMy
1.0 mM de IPTG, y se incubaron a 37°C por 24 h. Después del tiempo de incubacién, se
realizé el revelado de la actividad amilasa incorporando a la caja Petri una solucion de lugol
(0.33% p/v de | y 0.66% p/v de KI). Las clonas con actividad enzimatica mostraron un halo
de degradacion (transparente). Como control positivo y negativo se utilizaron B.
amyloliquefaciens JJC33M y E. coli BL21 sin plasmido, respectivamente, las cuales fueron

inoculadas en medio LB/almidén 1% (p/v) y se incubaron a 37°C por 24 h.

5.12.2 Sobreexpresion y obtencién de las versiones truncadas (AmiJ33-ABCD, AmiJ33-
ABC, AmiJ33-AB y el SBD) de la a-amilasa de B. amyloliquefaciens JJC3M

La cepa de E. coli BL21 (DE3) fue utilizada para la expresion de las versiones
truncadas (AmiJ33-AB, AmiJ33-ABC, AmiJ33-ACBD vy el SBD) de la a-amilasa de B.
amyloliquefaciens JJC33M. Se tomd un vial de cada célula transformada de E. coli BL21,
almacenadas en glicerol a -20°C, que contenia el plasmido de interés y se inocul6 al 5% en
50 mL de medio LB/ampicilina 100 pg/mL. Posteriormente, el indculo se incubd a 37°C por
16 h a 200 rpm hasta alcanzar 0.5 unidades de DOsoonm, €n ese punto los cultivos fueron
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inducidos con diferentes concentraciones de IPTG; 0.1 mM, 0.5 mM y 1.0 mM. Las celulas
siguieron creciendo hasta alcanzar DOsoonm=2 U (aproximadamente 8 h) y se colectaron por
centrifugacion a 5,500 rpm durante 10 minutos a 4°C; posteriormente fueron lavadas 3 veces
con amortiguador fosfato 50 mM pH 7.0; enseguida el pellet fue resuspendido con 1 mL de
amortiguador fosfatos 50 mM pH 7.0. El sobrenadante obtenido después de la fermentacion

fue colectado para realizar pruebas de actividad DNS (acido 3,5-dinitrosalicilico).

Las células que contenian el gen que codifica para la a-amilasa AmiJ33-AB y la region
putativa SBD se lisaron utilizando el reactivo Bugbuster 1X (éste reactivo esta formulado
para romper suavemente la pared celular de E. coli, liberando proteina soluble. Proporciona
una alternativa, sencilla, rapida y econémica a métodos mecanicos como la french press o la
sonicacion) (NOVAGEN) y las células que contenian el gen que codifica para la a-amilasa
AmiJ33-ABC y AmiJ33-ABCD se lisaron utilizando el método de choque osmotico (seccion
5.12.2.1).

5.12.2.1 Extraccion de las proteinas de interés; AmiJ33-ABC y AmiJ33-ABCD por el
método de choque osmotico

AmiJ33-ABC y AmiJ33-ABCD fueron clonadas en el plasmido pET22b (+). La
extraccion y purificacion de las proteinas localizadas en el periplasma de la célula se
realizaron por el método de chogue osmotico, esto debido a que la concentracion de proteina
para AmiJ33-ABCD tanto del sobrenadante como del pellet lisado fue similar, 450.5 pg/mL
y 458.6 ug/mL, respectivamente. Es decir, hay casi un 50% y 50% de proteinas tanto en
sobrenadante como en el pellet. Por tal motivo se decidié utilizar el método de choque
osmatico, ademéas de que existen reportes (Sockolosky y Szoka, 2014) sobre proteinas
extraidas utilizando este método y obteniendo finalmente una proteina casi pura.

El pellet se resuspendid en un solucion hipertonica (20% de sacarosa, 30 mM de Tris-
HCly 1 mM de EDTA) (1.25 mL para un cultivo de 50 mL) y se incubé durante 30 min a 50
rpm a 4°C en un agitador de placas (Labnet international Inc.). Posteriormente, se centrifugd
la muestra a 13 000 rpm por 5 min, el sobrenadante obtenido se guard6 a 4°C vy el pellet se
volvié a resuspender en una solucién hipoténica (5mM de MgSQas) (300 pL) donde se incubd
durante 30 min a 50 rpm a 4°C, después de la incubacién se centrifugo por 5 min a 13 000
rpm a 4°C. El sobrenadante de la solucion hipertonica se combind con el sobrenadante de la
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solucion hipotonica y se centrifugd por 3 min a 13 000 rpm, esto para eliminar los restos

celulares.

5.12.2.2 Extraccion de las proteinas de interés; AmiJ33-AB y el SBD utilizando el
reactivo Bugbuster 1X

La extraccién y purificacion de las proteinas del pellet se realizaron utilizando el
reactivo Bugbuster 1X (5 mL de Bugbuster 1X para 1g de células peso himedo) y se incubd
la suspensién celular por 20 min a 400 rpm a 25°C. Posteriormente, se centrifugd la
suspension celular por 5 min a 13 000 rpm y se separ6 el sobrenadante del pellet, el
sobrenadante contenia la proteina soluble. Finalmente, se dializaron las muestras con

amortiguador fosfatos pH 7.0, 50 mM durante toda la noche.

5.12.3 Purificacion de las versiones truncadas por cromatografia de afinidad

Las soluciones obtenidas (de AmiJ33-ABC y AmiJ33-ABCD) por el método de
choque osmotico y las soluciones obtenidas (de AmiJ33-AB y el SBD) por el reactivo
Bugbuster 1X se purificaron por medio de cromatografia de afinidad en condiciones nativas
con una resina de Ni-NTA (QIAGEN®) y en batch bajo las siguientes condiciones; la resina
(1 mL) se equilibré con 2 mL de amortiguador de lisis (NaH2PO4 50 mM, NaCl 300 mM,
imidazol 10 mM). Posteriormente, se agregaron 4 mL de la mezcla extracto enzimatico-
amortiguador de lisis 2X en proporcién 1:1, a la resina equilibrada. Esta mezcla se incub6 a
4°C, 120 rpm, por 2 h. La muestra se carg6 en una jeringa de 5 mL que se utiliz6 como
soporte, previamente preparada con cuatro discos de papel filtro de 0.4 um en el fondo para
retener la resina. Se realizaron 5 lavados con 0.5 mL de amortiguador de lavado (NaH2PO4
50 mM, NaCl 300 mM, imidazol 20 mM) para eliminar las proteinas contaminantes. El
procedimiento anterior se realiz6 para cada version truncada. Las versiones truncadas fueron
eluidas con 4 volumenes de 0.5 mL de amortiguador de elucion (NaH2PO4 50 mM, NaCl 300
mM, imidazol 250 mM). El pH de los amortiguadores de lisis, lavado y elucidn se ajustaron
a 8.0 con NaOH. El flujo, los lavados y las eluciones se analizaron en SDS-PAGE 10%. Las
versiones truncadas purificadas se dializaron con membranas de dialisis en amortiguador de

fosfatos 50 mM pH 7.0 durante toda la noche para eliminar el imidazol.
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15.12.4 Determinacion de la actividad enzimatica

La actividad enzimatica se determind por duplicados realizando la cuantificacion de
azucares reductores liberados durante la reaccion enzimética en presencia de 10 g/L de
almidon en amortiguador, temperatura y pHs de acuerdo como lo indica cada experimento
(efecto de pH y temperatura, estabilidad a pH y termoestabilidad y generacion de productos
de hidrolisis), mediante la técnica del acido 3,5 dinitrosalicilico (DNS). EI método DNS es
una técnica colorimétrica que emplea 3,5-&cidodinitrosalicilico para la hidrélisis de
polisacaridos presentes en una muestra, seguido de la determinacion espectrofotométrica a
540nm de los azlcares reductores (Lambda 25 L600-00BB Perkin Elmer). Esta técnica es
utilizada para cuantificar los azucares reductores producidos durante una fermentacion o para
cuantificar los productos de una reaccion enzimatica. (Miller, 1959). Una unidad (U) se
definié como la cantidad de enzima necesaria para generar un pmol de azUcar reductor,

equivalente a glucosa, por minuto.
5.12.5 Electroforesis de proteinas

Para analizar la expresion de las versiones truncadas. Los sobrenadantes obtenidos
después de la fermentacion, las proteinas obtenidas por chogue osmotico, las proteinas
obtenidas por el reactivo Bugbuster 1X y las proteinas obtenidas de la purificacién por
columnas Ni-NTA se resuspendieron en amortiguador de carga SDS-PAGE 2X en
proporcién 1:1 y se calentaron en bafio maria a 100°C por 5 min. Posteriormente, se cargaron
15 uL de cada muestra y las proteinas se separaron por electroforesis en SDS-PAGE 10%
(para el caso de AmiJ33-AB, AmiJ33-ABC, AmiJ33-ABCD) y SDS-PAGE 17%, (para el
SBD). Se us6 la cdmara de electroforesis vertical para geles de 1 mm de espesor (Mini-
PROTEAN Tetra System BIO -RAD). El gel concentrador se prepard al 4% y el gel
separador al 10% o 17% (las proteinas que se logran separar bajo estas condiciones pesan
entre 14-200 kDa (aplica para 10 y 17% SDS-PAGE)). La migracion se efectu6 a un amperaje
constante de 25mA por gel. Se utiliz6 como amortiguador de corrida una solucion de tris-
base 15.1 g/L, glicina 72 g/L y SDS 5 g/L y como amortiguador de carga una solucion de tris
1M pH 6.8, glicerol 1 mL, SDS 0.2g, B-mercaptoetanol 0.5 mL y azul de bromofenol 0.5%

(p/v).
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Posterior a la electroforesis, el gel se tifio durante 20 min en una solucién de acido
acético glacial 10% (v/v), metanol 30% (v/v) y azul de Coomassie 0.2% (v/v). Después, el
gel se lavo para eliminar los excesos del colorante con una solucion de &cido acético glacial
10% (v/v) y metanol 30% (v/v) y agua 60% (v/v).

5.12.6 Zimograma

El zimograma para las versiones truncas AmiJ33-ABCD, AmiJ33-ABC y AmiJ33-AB
se realizd en SDS-PAGE desnaturalizante (Laemmli, 1970; Martinez et al., 2000 y
Herndndez-Heredia y del Moral S, 2016) con las modificaciones de la tabla 11. El gel
concentrador se prepar6 al 4% de acrilamida sin adicion de almidodn, el gel separador se
prepar6 al 10% de acrilamida adicionado con almidén soluble 0.1% marca Eslab,
concentracion final. La migracion se efectu6 a 25 mA por gel, al término de la electroforesis
el gel se incubd por 1 h a 4°C, 60 rpm (se utilizo el agitador de placas Labnet international
Inc.) con una solucidn de 2.5% (v/v) de triton X-100 para remover el SDS y renaturalizar las
enzima. Posteriormente, al gel se le realizaron lavados con agua destilada para remover el
exceso de triton, y se incub6 por 45 min a 4°C con una solucion de 10 g/L de almidon
gelatinizado para asegurar la penetracion del almidén dentro de la matriz de acrilamida.
Después de la incubacion en frio, el mismo gel se incub6 (Excella E24 Incubator, New
Brunswick Scientific) a 37°C por 1 h con amortiguador fosfatos pH 7.0 y se revel6 con
solucion de lugol (0.33% p/v de | y 0.66% p/v de KI). La actividad de la enzima se observo
mediante zonas claras en el gel, lo cual indica la hidrdlisis del almidén. Se utilizé la luz
blanca de un transiluminador (Benchtop UV transilluminator, UVP) para observar la banda
de hidrolisis.
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Tabla 11. SDS-PAGE copolimerizado con almidén

Reactivo Gel concentrador 4%  Gel separador 10%
Poliacrilamida 0.65 mL 3.3mL
Amortiguador 0.5M Tris-HCI, 1.25 mL
pH 6.8
Amortiguador 1.5M Tris-HCI, 2.5 mL
pH 8.8
Almidon soluble 1% (p/v) 0.52 mL
Agua destilada 3.05 mL 4.1 mL
SDS 10% (p/v) 50 pL 0.1 mL
TEMED 5uL 5uL
10% p/v Persulfato de amonio 50 pL 50 pL

5.12.7 Caracterizacion bioguimica de la clona con actividad enzimatica, AmiJ33-ABCD

5.12.7.1 Evaluacion del efecto del pH y la temperatura sobre la actividad enzimaética de
AmiJ33-ABCD de B. amyloliquefaciens JJC33M

El efecto del pH sobre la actividad enzimatica se realizé incubando la enzima por 1 h
a 4°C, con los amortiguadores correspondientes (amortiguador de glicina-HCL para pH 3.0
amortiguador, amortiguador de acetatos para pH 4.0 y 5.0, amortiguador de fosfatos para pH
6.0, 7.0, 8.0 y amortiguador de glicina-NaOH para pH 9.0). Para realizar el experimento se
incubd 1.5 U de enzima a los diferentes pHs de estudio (desde 3.0 hasta 9.0) a 4°C por 1 h,
este paso fue necesario para que AmiJ33-ABCD se estabilizara al pH de estudio y asi se
pudiera evaluar el efecto del pH, al término de ese tiempo se adicion6 almidon soluble 10

g/L (almidoén gelatinizado en amortiguador a los diferentes pHs de estudio).

Para evaluar el efecto de la temperatura sobre la actividad amilasa, se midi6 la

actividad a 40, 50, 60, 70, 80 y 90°C a diferentes tiempos, pH 8.0 (pH éptimo previamente
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demostrado) en amortiguador fosfatos, incubando previamente el almidén 5 min a la

temperatura evaluada.

La actividad enzimatica de AmiJ33-ABCD se determind tal cual se menciona en la

seccion 15.12.4.

5.12.7.2 Termoestabilidad y vida media de AmiJ33-ABCD

Para determinar la termoestabilidad de AmiJ33-ABCD se incubo la enzima por 1 h a
40, 50 y 60°C, tomando alicuotas a diversos tiempos, a las que se les determiné actividad
residual a 45°C usando como sustrato almidén 10 g/L a pH 8.0 (pH 6ptimo). La actividad
enzimatica residual se determind por duplicado (seccion 15.12.4). Con estos datos se calcul6
la vida media de la enzima (t12) y la constante de desactivacion de primer orden k. A partir
de la siguiente expresion:
InA = —kt + Indo

Se obtiene la siguiente ecuacion

| 4 = —kt
nAo_

Donde:
Ao= Actividad inicial
A= Actividad a determinado tiempo

Por tal motivo la ecuacion para calcular la vida media queda de la siguiente manera:

In2
=T

5.12.7.3 Estabilidad en diferentes pHs

La enzima AmiJ33-ABCD se incub0 por 24 h a 4°C, a diferentes pH (amortiguador
de glicina-HCI para pH 3.0, amortiguador de acetatos para pH 4.0 y 5.0, amortiguador de
fosfatos para pH 6.0, 7.0 y 8.0, amortiguador de Glicina-NaOH 50mM para pH 9.0). Al
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término de la incubacidn, se agregaron 10 g/L de almidon gelatinizado (soluble). La actividad

enzimatica residual se determind tal cual se menciona en la seccién 15.12.4.

5.12.7.4 Determinacion de parametros cinéticos Vimax Y Km

Se evaluo el efecto de la concentracion del sustrato (almidén gelatinizado) en la
velocidad de reaccion, para ello se emplearon diferentes concentraciones del almidén (1-16
mg/mL) y se determin la actividad de AmiJ33-ABCD. La determinacion de la velocidad de
reaccion se realizé a pH 8.0 (pH 6ptimo) y 45°C mediante la medicion de azucares reductores
por la técnica del DNS (acido 3,5dinitrosalicilico) (Miller, 1959). La velocidad maxima que
puede alcanzar una enzima (Vmax) Yy la afinidad de la enzima por el sustrato (Km) se calcularon
mediante la regresion no lineal de la ecuacion de Michaelis Menten con el software
OriginLab9.0 (Version 9.0).

Ec. Michaelis Menten:

_Vmax*S
~ Km+S

5.12.7.5 Determinacion de los productos de hidrolisis del almidon comercial usando
AmiJ33-ABCD

Para la determinacion de los productos de hidrdlisis del almidon comercial por medio
de AmiJ33-ABCD, se incubd 1.5 U de enzima a 45°C a pH 8.0, posteriormente se adiciono
como sustrato almidon gelatinizado 10 g/L (marca Eslab), se tomaron 100 pL de muestra a
distintos tiempos 0, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 110 y 120 minutos. Los productos
de hidrdlisis se observaron mediante cromatografia en capa fina (TLC).

La actividad enzimatica se determind como se menciona en la seccién 15.12.4.

5.12.7.6 Cromatografia en capa fina (TLC)

Se utilizaron placas comerciales de silica gel 60 GF2s4, de 10 cm x 10 cm x 0.25 mm,
Merck. Las placas se desarrollaron en el sistema de fase movil: butanol/etanol/agua

(30/50/20) v/viv, mediante una técnica ascendente con desarrollo simple. Se colocé 1ul de
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cada muestra hidrolizada asi como de los estandares de maltodextrinas, 2-7 grados de
polimerizacion (GP), las muestras se dejaron secar a temperatura ambiente por unos
segundos, posteriormente, la placa se colocé en una cdmara cromatogréafica. La
cromatografia se detuvo cuando la fase mdvil recorrié 8.5 cm, para ello se retir6 la placa de
la cAmara. Posteriormente, la placa se sec6 a temperatura ambiente, ésta se asperjo con una
solucion de a-naphtol (5 g de a-naphtol, 171.85 mL de etanol, 13.71 mL de agua y 22.28 mL
de H2SO4) y se seco con aire caliente 70°C.

5.12.8 Ensayos de adsorcién de la region putativa SBD, AmiJ33-ABCD con almidon
nativo

5.12.8.1 Adsorcion del SBD de la a-amilasa de B. amyloliquefaciens JJC33M en almidon
nativo (crudo)

Para evaluar la funcionalidad del SBD se realizaron ensayos de adsorcion utilizando
almidon nativo de papa (Eslab) y de maiz. Como controles se utiliz6 BSA (albumina de suero
bovino) y la clona AmiJ33-ABCD. La adsorcion de las proteinas en almidon nativo se
determind afiadiendo 100 pg/mL de enzima purificadaen 0.2, 0.5, 1.0, 1.5, 2.0 y 2.5 mg/mL
de almidon nativo (marca Eslab) resuspendido en amortiguador fosfato pH 7.0, 50 mM. La
mezcla se incub6 a 4°C en un agitador de placas a 120 rpm por 2 horas. Después de 2 horas,
la mezcla se centrifugd a 13 000 rpm por 10 min, posteriormente se recolecté el sobrenadante
para la determinacion de proteinas. La concentracion de proteina en el sobrenadante fue
restado de la cantidad total de proteina unida (Kanpiengjai et al., 2017). La proteina libre
obtenida del sobrenadante se detecté mediante la técnica de Bradford y SDS-PAGE 17%.

5.12.8.2 Adsorcion de almidon nativo (crudo) de Maiz

La adsorcion del SBD en almidon nativo se determiné afiadiendo 100 pg/mL de
enzima purificadaen 0.2, 0.5, 1.0, 1.5, 2.0 y 2.5 mg/mL de almiddn nativo (marca MEYER)
resuspendido en amortiguador fosfato pH 7.0, 50 mM. La mezcla se incub6 a 4°C en un
agitador de placas a 120 rpm por 2 horas. Después de 2 horas, la mezcla se centrifugo a 13
000 rpm por 10 min, posteriormente se recolecto el sobrenadante para la determinacion de
proteinas. La concentracién de proteina (determinada por la técnica de Bradford) en el
sobrenadante fue restado de la cantidad total de proteina unida (Kanpiengjai et al., 2017).

Como control negativo se utilizé la proteina BSA (albumina de suero bovino) y como control
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positivo se usé la clona AmiJ33-ABCD. Los controles positivos y negativos se trabajaron
bajo las mismas condiciones experimentales, mencionadas anteriormente. Las cantidades de

enzimas libres en el sobrenadante se detectaron mediante SDS-PAGE 17%.
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VI. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Modelado in silico de las versiones truncadas de la a-amilasa de B. amyloliquefaciens
JJC33M

6.1.1 Evaluacion de la estructura tridimensional de AmiJ33r sin péptido sefial

Se utilizaron tres servidores para modelar la estructura tridimensional de AmiJ33r sin
el péptido sefial, el primer servidor fue I-TASSER, el resultado se muestra en la figura 18. El
modelo que arrojo I-TASSER esta conformado por cinco dominios; dominio A, dominio B,
dominio C, dominio D y el dominio E, el molde que utilizé I-TASSER fue 1QHO (a-amilasa
de B. stearothermificus). En cuanto a las calificaciones, tiene un TM-Score de 91% y una
identidad con AmiJ33r del 17%. Por otro lado, la evaluacion de PROCHECK en el diagrama
de Ramachandran (Fig. 19), nos indica que mas de 100 aminoacidos se encuentran en la zona
menos favorable (zona blanca), esto quiere decir, que no se sabe qué tipo de estructura
secundaria tendria dicha region (a-hélice, B-lamina o loops). Por lo tanto, es poco confiable
utilizar este modelo. Cabe resaltar que I- TASSER es un servidor especifico para modelar
solo dominios y no proteinas completas (multidominio), esto no quiere decir que no se
puedan modelar, sin embargo la confiabilidad es menor. Por lo que se decidi6 utilizar otro

servidor.

Figura 18. Estructura tridimensional, modelada por I-TASSER y diagrama de
Ramachandran, evaluado por Procheck.
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El segundo servidor utilizado para evaluar el modelo tridimensional de AmiJ33r fue
SWISS-MODEL, el cual se caracteriza por realizar el modelado por homologia de estructuras
proteicas en 3D y comprende cuatro pasos principales: identificacion de plantillas
estructurales,  alineacion de  secuencia  objetivo-plantilla,  construccion  de
modelo/minimizacion de energia y finalmente, evaluacién de la calidad del modelo
(QMEAN). El resultado del modelo proteico de SWISS-MODEL se muestra en la figura
19A. El programa sélo logro hilvanar los dominios; A, B y C. Sin embargo, ese modelo no
es confiable, dado que en la secuencia se observa que se truncaron cuatro aminoacidos del
dominio A y cinco aminoacidos del dominio C y por consecuencia no se modelaron los
dominios restantes; el dominio D y el dominio E (Fig. 19B). Por lo tanto, SWISS-MODEL
se descarta como candidato para modelar la estructura 3D de AmiJ33r, ya que no cumplié

con las caracteristicas y calificaciones adecuadas (C-Score, TM-Score y % de identidad).

Figura 19. Estructura tridimensional, modelada por SWISS-MODEL y secuencia
aminoacidica de AmiJ33r.
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El tercer servidor que se utilizo para evaluar la estructura 3D de AmiJ33r fue Raptor
X, éste se caracteriza por modelar proteinas por homologia mediante estructuras 3D, de novo
y por aprovechar la informacion de la estructura (secundaria y terciaria) de la proteina para
realizar el hilvanamiento (Roy et al., 2010), por lo que se utilizo éste servidor para modelar
AmiJ33r, el resultado se muestra en la figura 21. Raptor X utiliz6 como molde a 1BAG, que
es una a-amilasa de B. subtilis y tiene una identidad con AmiJ33r del 91%, y esta conformada
por cinco dominios; dominio A, dominio B, dominio C, dominio D y el dominio E. El modelo
predicho por Raptor X fue evaluado con el servidor PROCHECK, en el diagrama de
Ramachandran (Fig. 20). Se observé que alrededor de 8-10 aminoacidos caen en la region
menos favorable (zona blanca), este resultado comparado con el modelo de I-TASSER nos
ayuda a concluir que el mejor servidor para predecir dicha estructura es Raptor X, ademas
Raptor X en comparacion con I-TASSER fue el servidor méas rapido en modelar la estructura
(referente a tiempo, Raptor X de 5-10 min e I-TASSER de 3-5 dias). En este modelo se
observa que los dominios D y E presentan una estructura secundaria tipo B-plegada. El
dominio E (SBD) esta cerca del dominio catalitico. En cambio el modelo que arrojo I-
TASSER era similar a la de una ciclodextrina glucanotransferasas (proteina globular) cuya
funcion es convertir el almidon en ciclodextrinas, funcidén que no es similar a la de las a-

amilasas.
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Figura 20. Estructura tridimensional, modelada por Raptor X y diagrama de
Ramachandran, evaluado por Procheck.

Una vez evaluados los modelos 3D de AmiJ33r generados por los servidores |-
TASSER, SWISS-MODEL vy Raptor X, el mejor modelo calificado fue el predicho por
Raptor X. Este modelo se utiliz6 como molde para predecir las estructuras 3D de las
versiones truncadas de AmiJ33r mediante el servidor PyMol. Los resultados de las
estructuras 3D se muestran en la figura 21. En la figura 22 se muestra la estructura primaria

de cada version truncada de AmiJ33r.
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Figura 21. Modelo 3D de las versiones truncadas de AmiJ33r, disefiados en PyMol.
Los dominios de las estructuras 3D son identificados por colores y letras: letra A:
dominio A e identificado por el color rojo, letra B: dominio B e identificado por el
color verde, letra C: dominio C e identificado por el color amarillo, letra D: dominio D
y color cyan, letra E: dominio E y color purpura.
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Figura 22. Estructuras (dominios) de las versiones truncadas de AmiJ33r. A). AmiJ33r.
B). AmiJ33-ABCD. C). AmiJ33-ABC. D). AmiJ33-AB. E). SBD.

Como se observo en otros estudios (Montor-Antonio et al., 2017), la a--amilasa
AmiJ33r contiene una region SBD putativa la region C-terminal. La funcionalidad del SBD
esta relacionada con tres aminoacidos aromaticos implicados en la unién al almidén: Trp,
Phe y Tyr, que estan implicados en la unién a almidén, ademas de algun enlazador para que
pueda cumplir su funcién (Boraston et al., 2004, Rodriguez-Sanoja et al., 2009). En el caso
de AmiJ33r, a través del alineamiento de la region SBD con la region analoga de la a-amilasa
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de Bacillus. sp. (024781) y de la a-amilasa de B. circulans (AOP8X0) se encontrd que tiene
los tres aminodcidos conservados mencionados anteriormente (Fig. 23A). En la figura 23B,
la region encerrada en un circulo muestra el sitio de union a sustrato en el dominio E (SBD)
con los aminoacidos aromaticos: Tyr 538, Tyr 540, Trp 554 y Phe 599. Con base en este
analisis se sugiere que el SBD de la a-amilasa de B. amyloliquefaciens JJC33M podria ser
funcional. Para ello serd necesario determinar su capacidad de union a almidon nativo por

medio de ensayos de adsorcion proteina-almidon.

Figura 23. Analisis del SBD (CBM25) de B. amyloliquefaciens JJC33M. A).
Multialineamiento de CBM26. B). Aminoacidos conservados involucrados en la union a
almidon.
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6.2 Subclonacion y clonacion de las versiones truncadas de la a-amilasa de B.
amyloliquefaciens JJC33M

Para clonar las versiones truncadas del gen amyJ33S, se amplificaron los productos de
PCR donde se usé como templado el ADNg de B. amyloliquefaciens JJC33M (47 ng/uL con
una pureza de 1.94 relacion 260/280 nm) y los oligonucledétidos de la tabla 10, dando lugar a

diversos productos de PCR de tamafrio diferente (Fig. 24 y tabla 12).

Figura 24. Productos de PCR para la construccion de las versiones de AmiJ33; PM:
Marcador de peso molecular 1 kb. 1: Control (-). 2: AmiJ33-AB. 3: Control (-). 4: AmiJ33-
ABC. 5. Control (-). 6: AmiJ33-ABCD. 7: Control (-). 8: SBD.
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Tabla 12. Construcciones y tamafio de los productos de PCR de las versiones truncadas

Construccion Producto de PCR
(pb)
pET101-D/TOPO+AB 1041
pET22b+ABC 1290
PET22b+ABCD 1545
pET101-D/TOPO+SBD 309

6.3 Construccion de las versiones AmiJ33-ABCD y AmiJ33-ABC en pET1.2/blunt y
pPET22b (+)

En la clonacién de las versiones truncadas AmiJ33-ABCD y AmiJ33-ABC se
utilizaron dos vectores, uno de clonacién (pJET.2/blunt) y el otro de expresién (pET22b) con

la finalidad de garantizar y optimizar la clonacion.

Una vez obtenidos los productos de PCR de las versiones truncadas, se realizd la
clonacion de las versiones AmiJ33-ABC y AmiJ33-ABCD en el pldsmido pJET1.2/blunt.
Posteriormente, la clonas pJET1.2/blunt+ABCD y pJET1.2/blunt+ABC fueron digeridas con
las enzimas de restriccion Ndel y Xhol (Fig. 26A y Fig 27), dando lugar a una banda de 1545
y 1290 pb, respectivamente. Las cuales fueron subclonadas en el vector de expresién pET22b
(Fig. 25B y 26).

En la clonacién de AmiJ33-ABC solo se obtuvieron 4 clonas las cuales fueron
analizadas por patron de restriccion y secuenciacion, donde las 4 clonas fueron positivas (Fig.
27).

Por otro lado, en la clonacion de AmiJ33-ABCD se obtuvieron 20 clonas, de las cuales
se seleccionaron 6 que se analizaron por patron de restriccion y solo se obtuvo una clona

positiva. Los resultados se muestran en la Fig. 28.
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Figura 25. Clonacion de la version truncada AmiJ33-ABCD de la a-amilasa de B.
amyloliquefaciens JJC33M. A. Digestion del plasmido pJET1.2/blunt+ABCD con las
enzimas Ndel y Xhol; carril 1: marcador de peso molecular 1 Kb, carril 2: plasmido
digerido. B. Digestion del plasmido pET22b. Carril 1: Marcador de peso molecular.
Carril 2: Plasmido digerido.

Figura 26. Clonacion de la version truncada AmiJ33-ABC de la a-amilasa de B.
amyloliquefaciens JJC33M. A. Digestién del plasmido pJET1.2/blunt+ABC con las
enzimas Ndel y Xhol; carril 1: marcador de peso molecular 1 Kb. Carril 2: inserto ABC
digerido y purificado.
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Figura 27. Analisis de las colonias obtenidas de la clonacion de la version truncada
AmiJ33-ABC de la a-amilasa de B. amyloliquefaciens JJC33M. Digestiones de las
clonas pET22b+ABC con las enzimas Ndel y Xhol. Carril 1: marcador de peso
molecular 1 Kb. Carril 2-5: inserto ABC digerido y purificado.

Figura 28. Anélisis de las colonias obtenidas de la clonacion de la version truncada
AmiJ33-ABCD de la a-amilasa de B. amyloliquefaciens JJC33M. Digestiones de las
clonas pET22b+ABCD con las enzimas Ndel y Xhol. Carril 1: marcador de peso
molecular 1 Kb. Carril 2-7: Plasmido digerido de las clonas obtenidas.
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6.3.1 Clonacion de las versiones AmiJ33-AB y el SBD en pET101D/TOPO

Usando los oligonucleotidos adecuados (Tabla 6) y como molde el ADNg de B.
amyloliquefaciens JJC33M se obtuvieron los productos de PCR de las versiones truncadas,
porsteriormente se realizéd la clonaciéon de AmiJ33-AB y el SBD en el plasmido
PET101D/TOPO, este plasmido se utiliz6 inmediatamente cuanto arribd al laboratorio, ya
que inicialmente se selecciond para realizar la clonacion de todas las versiones truncadas de
la a-amilasa de B. amyloliquefaciens JJC33M. El plasmido pET101D/TOPO se eligio por las
caracteristicas mencionadas en la seccion 6.2. Después de haber obtenido los plasmidos
PET101+AB y pET101+SBD se realizaron las digestiones con las enzimas de restriccion
Ndel y Xhol, dando lugar a una banda de 1041 y 309 pb, respectivamente (Figs. 29 y 30).

En la clonacion de AmiJ33-AB sélo se obtuvieron 6 clonas, las cuales fueron analizadas
por patron de restriccion y s6lo una clona fue positiva (Fig. 29). Con respecto a la clonacion

del SBD se obtuvieron 5 clonas de las cuales sélo una fue positiva (Fig. 30).

Figura 29. Analisis de las colonias obtenidas de la clonacion de la version truncada
AmiJ33-AB de la a-amilasa de B. amyloliquefaciens JJC33M en pET101D/TOPO.
Digestiones de los plasmidos pET101/D-TOPO+AB con las enzimas Ndel y Xhol. 1:
marcador de peso molecular. 2-7: digestiones del plasmido AB.
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Figura 30. Anélisis de las colonias obtenidas de la clonacion de la region SBD de la
a-amilasa de B. amyloliquefaciens JJC33M en pET101D/TOPO. Digestiones de los
plasmidos pET101/D-TOPO+SBD con las enzimas Ndel y Xhol. 1: marcador de
peso molecular 1 kb. 2-6: plasmido digerido.

6.3.2 Analisis de la secuencia de las versiones truncadas (AmiJ33-ABCD, AmiJ33-ABC,
AmiJ33-AB y el SBD)

AmiJ33-ABCD

La secuencia de la clona AmiJ33-ABCD consiste en una secuencia de 515 aminoacidos
con un punto isoeléctrico (pl) tedrico de 5.85 y un peso molecular calculado de 57 kDa
(http://web.expasy.org/compute_pi). La secuencia que codifica para la a-amilasa, AmiJ33-
ABCD fue analizada por BLAST (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/) y traducida por el software
ExPAsy Tool (https://web.expasy.org/compute _pi/) esta secuencia revela que AmiJ33-
ABCD tiene una identidad del 100% con la a-amilasa de B. amyloliquefaciens JJC33M y una
identidad entre el 96-99% con a-amilasas del género Bacillus. EI ORF (marco de lectura
abierto) se confirmo con el programa ORF Finder

(http://www.bioinformatics.org/sms2/orf_find.html). El parche de histidinas (marcada en
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verde) es el componente del pET101D/TOPO. La secuencia de la construccion se muestra

enseguida (Fig. 31).

Secuencia pET22b

|tttgtttaactttaagaaggagatatacaqatggtgaccgcatcttcagtcaaaagcgga 60
M v T A S S V K S

accatccttcatgcctggaattggtcattcaatacgttaacacaaaatatgaaagatatt 120
I L. H A W N W S F N T L T QO N M K D
cgtgatgcaggctatgcagccattcagacgtctccgattaaccaagtaaaggaaggga
R D A G Y A A I o T s P I N Q V K E G
caaggagataagagcatgaggaattggtactggctgtatcagccgacatcgtaccaaa
G b K S M R N W Y W L Y ©Q P T S Y O
caaccgttacttaggaactgaacaagagtttaaggacatgtgcgcagccgcagaaaaa
N R Y L GG T E Q E F K D M C A A A E
tatggcgtaaaagtcattgtcgatgcggtcatcaatcatacgaccagtgattatagecgecg 360
Y G v K v I Vv D A V I N
atttctgacgagattaagcgtattccaaactggacccatggaaacacacaaattaaaaat 420

c 180

c 240

g 300

2

tggtcggacagatgggatgtcactcaaaattcactattggggctgtatgattggaatact 480

caaaatactgaggtgcaaacctatctgaaacgcttcttggaaagagcattgaatgacgga 540
T E v ¢ T Y L K R F L E R A L N D
gcggacggattccgttatgatgctgccaagcatatagagecttccggatgacgagaattac 600
A D G F R Y D A A K H I E L P D D E N
ggcagccgattttggccgaatatcacaaatacagcggcggaattccaatacggagaaatc 660
S R F W P N I T N T A A E F O Y G E
ctgcaagacagcgcgtccagagatactgcttatgcgaattatatgaatgtgaccgettca 720
b s A S R D T A Y A N Y M N V T A
aactatggacattccatcaggtccgccttgaagaaccgcaatctgagtgtgtcgaatatt 780
Yy G H s I R S A L K N R N L S V S N
ccattatgcatctgatgtgtctgcggacaaattggtcacatgggtggaatcacatgat 840
H Yy A S D VvV S A D K L VvV T W V E S H
gtatgccaatgatgaggaagagtctacatggatgagcgatgacgatatccgtttagge 900
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E E L S N P N G N N O I F M N QO R G S
ggcgttgtgctggcaaatgcaggatcgtctgcecgttgeccgtcaatacgtcaacgaaatta 1200
G v v L A NAG S S AV A V N T S T K L
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P bD G R Y D NRA G I G S F O V T N G K
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G T A Yy D I K L. T G T N S E G A A R T Q

gaatacacgtttgtcaagctcgagcaccaccaccaccaccactga 1602
E Y T F V K L E|H H H H H H|~*
Xhol His Taq

Figura 31. Secuencia y proteina codificante de AmiJ33-ABCD. La secuencia aminoacidica
marcada en rojo indica el dominio A, en verde el dominio B, en amarillo el dominio C y en
color gris el dominio D.

AmiJ33-ABC

Como se ha mencionado, el inserto ABC se amplifico del ADNg de B.
amyloliquefaciens JJC33M utilizando los oligonucle6tidos correspondientes (Tabla 5) y se
clond en pJET (vector de extremos romos), posteriormente el inserto clonado se digirio y se
subclond en el vector de expresion pET22b, dando lugar a la construccion pET22b+ABC.
Dicha construccidn se secuencid. La secuencia indica que el gen no se clon6 correctamente,
ya que el ORF codifica para un péptido de 9 aa. En el inicio de la secuencia se localizaron
24 nucledtidos de origen desconocido (marcados en verde), y 130 nucledtidos rio abajo se
encontrd un fragmento de la secuencia del dominio A de la a-amilasa de B. amyloliquefaciens
JJIC33M, pero en el marco de lectura +1, por lo que se encuentra desfasado. Es posible que
el error de clonacion se arrastre desde la amplificacion y se vea reflejado en la clonacion en

pJET. La secuencia y la proteina codificante se muestran en la fig. 32.

Secuencia pET22

ttgtttaactttaagaaggagatatacaqatgacaagatgtgtatccaccttaacttaat 60
M T R C VvV S T L T *
gatttttaccaaaatcattaggggattcatcagggctatgcagccattcagacgtctccg 120

attaaccaagtaaaggaagggaaccaaggagataagagcatgaggaattggtactggctg 180
tatcagccgacatcgtaccaaatcggcaaccgttacttaggaactgaacaagagtttaag 240
gacatgtgcgcagccgcagaaaaatatggcgtaaaagtcattgtcgatgecggtcatcaat 300
catacgaccagtgattatagcgcgatttctgacgagattaagcgtattccaaactggace 360
catggaaacacacaaattaaaaattggtcggacagatgggatgtcactcaaaattcacta 420

ttggggctgtatgattggaatactcaaaatactgaggtgcaaacctatctgaaacgcttec 480
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ttggaaagagcattgaatgacggagcggacggattccgttatgatgctgccaagcatata 540
gagcttccggatgacgggaattacggcagccgattttggeccgaatatcacaaatacageg 600
gcggaattccaatacggagaaatcctgcaagacagcgcgtgcagagatactgecttatgeg 660
aattatatgaatgtgaccgcttcaaactatggacattccatcaggtccgecttgaagaac 720
cgcaatctgagtgtgtcgaatatttcccattatgcatctgatgtgtctgcggacaaattg 780
gtcacatgggtggaatcacatgatacgtatgccaatgatgaggaagagtctacatggatg 840
agcgatgacgatatccgtttaggctgggcagtgatcggttcccgectcaggaagtacacct 900
cttttcttttccagacctgagggcggaggaaatggtgtaagatttcccggaaaaagtcaa 960
ataggcgatcgcgggagtgcattatttaaagatcaagcgatcactgecggtcaatatcttt 1020
cacaatgtaatgggcggtcagcctgaggaactctcgaatccgaatgggaacaatcaaatc 1080
tttatgaatcagcgcggctcaaaaggcgttgtgctggcaaatgcaggatcgtctgeegtt 1140
gccgtcaatacgtcaacgaaattacctgacggcaggtatgataatagagccggcatcggt 1200
tcatttcaagtgacgaacggtaaactgacaggcacgatcaatgccagatccgttgectgtt 1260
ctttatcctgacgatatcggaaatgcggtcgagatcttgctgaaaaactcgagcaccacc 1320

accaccaccactgagatccggctge 1345

Figura 32. Secuencia y segmento codificante de la clona ABC. El atg estd marcado en color
rojo y en color verde esta marcada la secuencia de 24 nucleétidos desconocidos.

AmiJ33-AB

La secuencia de la clona AmiJ33-AB consiste en una secuencia de 347 aminoacidos
con un punto isoeléctrico (pl) tedrico de 5.40 y un peso molecular calculado de 30 kDa
(http://web.expasy.org/compute_pi). La secuencia que codifica para la a-amilasa, AmiJ33-
AB fue analizada por BLAST (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/) y traducida por el software
ExPAsy Tool (https://web.expasy.org/compute_pi/) ésta secuencia tiene una identidad del
100% con la a-amilasa de B. amyloliquefaciens JJC33M y una identidad entre el 96-99% con
a-amilasas del género Bacillus. EI ORF se confirm6 con el programa ORF Finder
(http://www.bioinformatics.org/sms2/orf_find.html) y como resultado se observd que la

secuencia que codifica para la amilasa AmiJ33-AB esta en el marco correcto de lectura. El
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gen de la clona AmiJ33-AB y la proteina codificante (dominio A/B) se muestran en la figura
33.

Secuencia pET101D/TOPO
|ttagggataggcttaccttcaagcttcgaattgagctcgcccttcacccaqa

tggtgacc 60
MV
gcatcttcagtcaaaagcggaaccatccttcatgecctggaattggtcattcaatacgtta 120
s S v K S 6 T I L H A W N W S F N T
acacaaaatatgaaagatattcgtgatgcaggctatgcagccattcagacgtctccgatt 180
N M K D I R D A G Y A A I Q T S P
ccaagtaaaggaagggaaccaaggagataagagcatgaggaattggtactggctgt
O v K E 6 N 0 G D K S M R N W Y W L
cagccgacatcgtaccaaatcggcaaccgttacttaggaactgaacaagagtttaaggac 300
p T S ¥y 0 I G N R Y L 6 T E QO E F K
atgtgcgcagccgcagaaaaatatggcgtaaaagtcattgtcgatgecggtcatcaatcat 360
M C A A A E K Y G VvV K v I VvV D A V I N
acgaccagtgattatagcgcgatttctgacgagattaagcgtattccaaactggacccat 420
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]

a t 240

@
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ggaaacacacaaattaaaaattggtcggacagatgggatgtcactcaaaattcactattg 480

‘

gggctgtatgattggaatactcaaaatactgaggtgcaaacctatctgaaacgcttcttg 540
T E VvV O T Y L K R F
gaaagagcattgaatgacggagcggacggattccgttatgatgctgccaagcatatagag 600
R A L N D G A D G F R Y D A A K H I
cttccggatgacgggaattacggcagccgattttggeccgaatatcacaaatacagecggeg 660
p D D GG N Y G S R F W P N I T N T A A
gaattccaatacggagaaatcctgcaagacagcgcgtccagagatactgcttatgecgaat 720
F 0O Yy G E I L Q D S A S R D T A Y A
tatatgaatgtgaccgcttcaaactatggacattccatcaggtccgeccttgaagaaccgce
M N v T A S N Y G H S I R S A L K N R
aatctgagtgtgtcgaatatttcccattatgcatctgatgtgtctgecggacaaattggte 840
L s v s N I S H Y A S D Vv S A D K L
acatgkgtggaatcacatgatacgtatgccaatgatgaggaagagtctacatggatgage 900
X VvV E S H D T Y A N D E E E S T W M
gatgacgatatccgtttaggctgggcagtgatcggttcccgectcaggaagtacacctectt 960
b b I R L G W A V I G S R S G S T P
ttcttttccagacctgagggcggaggaaatggtgtaagatttcccggaaaaagtcaaata 1020
F S R P E G G G N G VvV R F P G K S O
ggcgatcgcgggagtgcattatttaaagatcaagcgatcactgcggtcaatatctttcac 1080
b R G S A L F K D QQ A I T A V N I F
aatgtaatgggcgg aagggctcctga
NERZpUaecNe . £ K G S *
Xhol
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Figura 33. Secuencia y proteina codificante de AmiJ33-AB. La secuencia aminoacidica
marcada en rojo indica el dominio A, en verde el dominio B, los nucle6tidos encerrados
indican la secuencia que reconoce a la enzima Xhol (se utiliz6 para identificar el inserto de
interés).
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Regidn putativa SBD

La secuencia de la region putativa tipo SBD consiste en una secuencia de 103
aminoacidos con un punto isoeléctrico (pl) tedrico de 7.2 y un peso molecular calculado de
13 kDa (http://web.expasy.org/compute_pi). El analisis de la secuencia aminoacidica revela
que el SBD se clond correctamente y para corroborar se utilizo el software ORF Finder el
cual indico que la secuencia que codifica para el SBD se encuentra en el marco correcto de
lectura. La secuencia aminoacidica del SBD fue analizada por BLAST y traducida por el
software ExPAsy Tool (https://web.expasy.org/compute_pi/) esta secuencia tiene una
identidad del 100% con la a-amilasa de B. amyloliquefaciens JJC33M, B. siamensis y
Bacillus sp. JFL15. Ademas el resultado del BLAST identifica a esta secuencia (SBD) dentro
de la familia CBM26. La secuencia aminoacidica (marcada en verde) son los componentes
del plaésmido pET101D/TOPO. El gen de la region putativa tipo SBD (dominio E) y la

proteina codificante se muestran en la figura 34.

Secuencia pET101D/TOPO
ataattttgtttaactttaagaaggaattcaggagcccttcacccatjatgaaagacccg 60
M K D P

tctcaagccaacatcattggctatcagaatccggaccattggggccaggtaaatgettat 120
S 0 A N I I G Y Q N P D H W G O V N A Y
atctataaacatgatggaggcagggccatagaattaaccggatcgtggccggggaaagecc 180
I ¥y K H b 6 G R A I E L T G S W P G K A
atgactaagaatgcagatggaatttacacgctgacactgcctgagaatgcggatacggecec 240
M T K N A D G I ¥ T L T L P E N A D T A
aacgccaaagtgatttttaacaatggcagcgcccaagtgcccggacagaaccagcccgge 300
N A K V I F N N G S A Q V P G O N O P G
tttgattatgtgaagaatggtttgtataacaattctggtttgaatggctatcttcggecat 360
F DY V K N GG L Y NN S G L N G Y L R H

Xhol aagggcgagctcaattcgaagcttgaaggtaagcctatccctaaccctctcctc 420
L ¥ K G E L N S K L E GG K P I P N P L L

ggtctcgattctacgcgtaccggtcatcatcaccatcaccattga 444
G L DS TURT G|H H HH H H|-
His Taq

Figura 34. Secuencia y proteina codificante del SBD. La secuencia marcada en color gris
indica la region SBD y la secuencia marcada en color verde indica la region del plasmido
pET101D/TOPO.
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6.4 Ensayo de actividad en cajas Petri de las versiones truncadas de la a-amilasa de B.
amyloliquefaciens JJC33M

Las construcciones de las versiones truncadas que incluyen el dominio catalitico de la
a-amilasa de B. amyloliquefaciens JJC33M y que estan correctamente clonadas (AmiJ33-
ABCD, AmiJ33-AB), fueron inducidas con diversas concentraciones de IPTG (0.1, 0.5y 1.0
mM) y los extractos enzimaticos fueron analizados por actividad en caja Petri con almidon
gelatinizado 10 g/L (Fig. 35). En la figura 35 y 36 se observa que solo la clona AmiJ33-
ABCD mostrd actividad, la enzima se localiza intracelular y extracelularmente (en el
sobrenadante), lo cual indica que AmiJ33-ABCD se exporta al medio extracelular a través
de la membrana celular de E. coli. Se ha reportado que en algunos casos la composicion del
medio de cultivo también es un factor de gran interés, ya que los componentes del medio
pueden afectar la produccién basal de proteina recombinante, generar alta produccién bajo
condiciones no inducidas o provocar liberacion de la proteina al medio extracelular
(Grossman et al., 1998; Jevsevar et al., 2007). Sin embargo, esto no ésta pasando con
AmiJ33-ABCD, porque si la composicion del medio de cultivo influyera en la secrecién de
la proteina, también se veria afectada la secrecion de la clona AmiJ33-AB. Por otro lado, en
trabajos reportados para la a-amilasa TS-23 de B. subtilis (Lo Fen et al., 2001) se menciona
que a pesar de la eliminacion de la region N-terminal (péptido sefial) la proteina se localizo
en el periplasma, lo que indica que la proteina truncada puede contener una secuencia sefial-
ancla interna para la translocacion de la proteina.

En cuanto a la concentracion de IPTG (0.1, 0.5 y 1.0 mM), el efecto se evalud a través
de la medicion de la relacién diametro del halo (DH): diametro de la colonia (DC) (Fig. 37).
Se observo que existe diferencia significativa entre la concentracion 0.1 mM y 0.5 mM
(DH/DC 2.6 y 3, respectivamente). Sin embargo, entre 0.5y 1 mM IPTG no hay diferencia
significativa con relacion DH: DC (2.9 y 3.0, respectivamente) (Fig. 37). Por otro lado, el
extracto de E. coli BL21-ABCD sin IPTG y E. coli BL21 son estadisticamente diferentes en
comparacion con las clonas inducidas con IPTG, esto se debe a que la clona ABCD esta en
el plasmido pET22b y contiene el operon lac el cual es inducible por un analogo a la lactosa,
el IPTG, y permite la expresion de proteinas donde el gen esta bajo su control. En conclusion,
AmiJ33-ABCD alcanza su méaxima expresion utilizando 0.5 mM de IPTG a 37°C de

incubacion y en 8 h después de la induccion (Figs. 35 y 36). En contraste, AmiJ33r alcanza
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su maxima expresion con 0.2% de arabinosa a 37°C y en 4 h después de la induccién. Se
sabe que la expresion de las proteinas recombinantes es multifactorial y deben realizarse
pruebas para determinar el tiempo, la concentracion y la temperatura de expresion (Peng et
al., 2014; Ghasemi et al., 2015; Kanpiengjai et al., 2017). Por lo que en este caso las mejores

condiciones de expresion fueron las ya mencionadas.

Figura 35. Muestras recolectadas del sobrenadante de las versiones truncadas de la a-
amilasa de B. amyloliquefaciens JJC33M inducidas con IPTG. Pruebas realizadas en
cajas Petri con almidon 10 g/L.
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Figura 36. Prueba de actividad de AmiJ33-ABCD (0.5mM IPTG) en caja Petri con
almidon 10 g/L. A). Pellet de E. coli BL21 sin plasmido. B). Sobrenadante AmiJ33-
ABCD. C). Pellet lisado AmiJ33-ABCD.
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Figura 37. Efecto de la concentracion del inductor IPTG sobre la actividad a-amilasa

(AmiJ33-ABCD) de B. amyloliquefaciens JJC33M. Las diferencias significativas fueron

evaluadas por el software Minitab 16 Statistical. Tukey, p>0.05, n=2.
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La clona AmiJ33-ABC no mostré actividad y en geles SDS-PAGE se observaron
péptidos, lo cual corrobord que dicha enzima no tuviera actividad enzimatica y no se

expresara con base en su peso molecular esperado (datos no mostrados).

La clona AmiJ33-AB no mostrd actividad. Sin embargo, la proteina se rastred
mediante geles SDS-PAGE que se detallan a continuacion.

6.5 Purificacion de las versiones truncadas (AmiJ33-ABCD y AmiJ33-AB) de la a-
amilasa de B. amyloliquefaciens JJC33M

AmiJ33-ABCD mostro actividad en el sobrenadante y en el espacio periplasmico,
ademas cuando se analiz6 la sobreexpresion de la proteina por medio de geles de SDS-PAGE
10%, se observd sobreexpresion en ambos compartimentos (datos no mostrados). AmiJ33-
AB se obtuvo de la lisis celular mediante el reactivo Bugbuster 1X. Posteriormente, las
versiones truncadas (AmiJ33-ABCD y AmiJ33-AB) se purificaron por cromatografia de
afinidad con la resina de Ni-NTA (QIAGEN®), las eluciones con mayor actividad se
mezclaron. La proteina total obtenida para AmiJ33-ABCD y AmiJ33-AB fue de 0.79 y 0.26
mg/mL, respectivamente. EI peso molecular calculado a partir de la secuencia aminoacidica
in silico de AmiJ33-ABCD y AmiJ33-AB es de 57 y 35 kDa. Sin embargo, los componentes
(amino&cidos y el parche de histidina) de los plasmidos utilizados (pET22b(+) y el
pET101D/TOPO) para la clonacion y expresion de las versiones truncadas incrementan el
peso molecular de entre 1 y 3 kDa. Con el incremento del peso molecular, las versiones
truncadas AmiJ33-ABCD y AmiJ33-AB mostraron un peso molecular aproximado de 58 y
35 kDa, respectivamente (Figs. 39 y 40). En el caso de la version AmiJ33-ABCD, en el
zimograma se observa una banda de actividad que corresponde con el tamafio de la proteina,
sin embargo en el caso de la version AmiJ33-AB no se observo dicha banda, indicando que
la proteina se expresa pero no es activa (Figs. 39 y 40). Esto indica que la region C-terminal
es necesario para que la enzima sea activa. Sin embargo, no se determind si la eliminacién
del dominio C afecta el plegamiento parcial o totalmente, para ello se requeririan
experimentos que sefialen el nivel de plegamiento de la proteina. En trabajos reportados para
la a-amilasa (AmyPASBD) de la subfamilia GH37 (Liu et al., 2017) se menciona que el
dominio B presente en dicha a-amilasa estd conformado por 28 aa lo que conlleva a que este

dominio B sea el mas pequeno en las a-amilasas GH13 actualmente conocidas. Otras de las

90



caracteristicas que Liu et al., 2017 mencionan es que este dominio B por ser pequefio no
interfiere en el sitio catalitico y contribuye a la termoestabilidad y actividad de dicha enzima.
Sin embargo, al observar la estructura 3D de la a-amilasa (AmiJ33-AB) de B.
amyloliquefaciens JJC33M, el dominio B es 22 aa méas grande que el dominio B de
AmyPASBD esto podria ocasionar una cubierta estructural por encima del sitio activo
(Dominio A) y probablemente restringe el acceso al sustrato. Por otro lado, Van der Maarel
et al., 2002 menciona que el dominio C es crucial para la actividad enzimética ya que dicho
dominio es fundamental para que la enzima sea estable. La eliminacion del dominio C en
AmiJ33-AB vy la estructura alargada del dominio B en dicha proteina podrian estar afectando
la estabilidad de la enzima y por ende la actividad enzimética (Fig. 38). Sin embargo, como
se menciond anteriormente se requeririan realizar experimentos (dicroismo circular y

fluorescencia) a nivel estructural para observar el nivel de plegamiento.

Figura 38. Estructura 3D de AmiJ33-AB. La estructura de color rojo representa
el dominio Ay la de color verde, el dominio B.
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Figura 39. Zimograma de la version truncada (AmiJ33-ABCD) de la a-amilasa de
B. amyloliguefaciens JJC33M. A). Tincién con azul de Coomasie. B). Zimograma,
tefiido con lugol. M: marcador de molecular (PageRuler Unstained Protein Lad). 1y
2: AmiJ33-ABCD.

Figura 40. Zimograma de la version truncada (AmiJ33-AB) de la a-amilasa de B.
amyloliquefaciens JJC33M. A). Tincién con azul de Coomasie. B). Zimograma,
tefiido con lugol. M: marcador de molecular (PageRuler Unstained Protein Lad). 1
y 2: AmiJ33-AB.

92



6.6 Caracterizacion bioguimica de la clona con actividad enzimatica, AmiJ33-ABCD

6.6.1 Efecto de pH sobre la actividad y estabilidad de AmiJ33-ABCD

En este trabajo se evalu6 la hidrolisis de AmiJ33-ABCD, esta enzima sélo hidroliz6
almidon gelatinizado y no almidon nativo, por tal motivo todas las pruebas experimentales

se realizaron utilizando como sustrato almidon gelatinizado.

El efecto de pH sobre la actividad de AmiJ33-ABCD se determind en un intervalo de
pH 3.0 a2 9.0, a 45°C. A pH de 8.0 se observo la mayor actividad (100%) de AmiJ33-ABCD
(Fig. 41). A pH 3.0 AmiJ33-ABCD mostro el 84% de actividad, mientras que a pH’s: 4.0,
5.0, 6.0, 7.0 y 9.0, AmiJ33-ABCD mostro el 66, 68, 75, 87 y 51% de su actividad,

respectivamente.

AmiJ33r (proteina completa, con todos los dominios, Fig. 22) presenta la mayor
actividad a pH 9.0 (alcalino) mientras tanto la a-amilasa nativa (AmiJ33) presenta su mayor
actividad a pH 5.0 &cido (Montor-Antonio et al., 2017) y la a-amilasa (AmiJ33-ABCD)
presenta su mayor actividad a pH 8.0 (Fig. 41), lo cual indica que la eliminacion del domino
E (SBD) influy6 en la actividad a pHs alcalinos, es decir, tal y como se menciona en la
literatura, el efecto del pH depende de la secuencia de aminoacidos que conforman las
enzimas (www.laguna.fmedic.unam.mx). EI pH éptimo o intervalo de pH de cada enzima
es diferente y cuando varia, como es el caso de las versiones truncadas de la a-amilasa de B.
amyloliquefaciens JJC33M, la conformacion de la enzima se altera, produciéndose un
cambio en el estado de ionizacion de grupos del sitio activo y como resultado puede o0 no ser
funcional. Esto es debido a que la conformacion de una proteina depende también, de las
atracciones y repulsiones entre los aminoécidos cargados negativamente y positivamente
(Lehninger et al., 2006).

En cuanto a la comparacion con otras a-amilasas, se observd que los resultados
concuerdan con la a-amilasa de Bacillus sp. (Asgher et al., 2006) que presenta su mayor
actividad a pH 8.0. Sin embargo, la a-amilasa Bacillus sp. BCC 01-50 (Simair et al., 2017)
mantiene a pH 7.0 un 80-82 % de su actividad, por otro lado, a pH 8.0 sélo presenta alrededor
del 90 % de actividad. Otras a-amilasas como la a-amilasa B. subtilis KIBGE HAS (Bano et

93



al., 2011) presenta su maxima actividad a pH 7.5. Mientras que las a-amilasas de Bacillus
sp. BK20 (Kubrak et al., 2010), Bacillus sp (Teodoro et al., 2000) presentan su mayor
actividad a pH entre 6.0 y 8.0. Cabe resaltar que AmiJ33-ABCD a pH 3.0 mantiene el 84 %
de su actividad y muy pocas a-amilasas presentan actividad a pHs acidos por el contrario la
mayoria de estas presentan actividad a pHs alcalinos entre 6-8.0 como se menciond

anteriormente. Por lo que su pH de accion podria encontrarse a pH 3y 8.

Figura 41. Efecto de pH sobre la actividad de la a-amilasa de B. amyloliquefaciens
JIC33M (AmiJ33r*, AmiJ33-ABCD y AmiJ33*). Tukey, p>0.05, n=2. *Datos tomados
de Montor-Antonio et al., 2017.
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6.6.2 Efecto del pH en la estabilidad de AmiJ33-ABCD

En cuanto a la estabilidad en diferentes pHs, AmiJ33-ABCD mostro ser estable a pH
7.0 y pH 8.0 despues de 24 h con el 100% y 99% de actividad relativa, respectivamente. A
pHs acidos como 3.0 mantiene entre el 55% de su actividad, aunque a pH 5.0 mostré el 80%
y a pH 9.0 mantuvo el 68% de actividad (Fig. 42). Mientras que la version completa y la
nativa de la a-amilasa de B. amyloliquefaciens JJC33M (AmiJ33r y AmiJ33) mantienen su
estabilidad a pH 5.0 (100%) por 24 h (Montor-Antonio et al., 2017), AmiJ33-ABCD a pH
5.0 s6lo mantiene el 80% de su actividad (Fig. 42). AmiJ33-ABCD es estable a pHs alcalinos
entre 7'y 8.0, en cambio AmiJ33r solo presenta el 70% de actividad residual. En este caso, la
eliminacion del dominio E mejord la estabilidad a pHs alcalinos a diferencia de la version
completa (AmiJ33r), asi mismo. Es posible que la existencia de esas regiones extras; dominio
D en el caso de AmiJ33-ABCD y dominio D y E en el caso de AmiJ33r, sirvan como

amortiguadores de pH y proporcionen estabilidad a pHs alcalinos.

Al comparar con otras a-amilasas reportadas, observamos que la a-amilasa alcalofila
recombinante N-Amy703, tiene una estructura modular similar a AmiJ33-ABCD con
dominios A/B, Cy la region C-terminal, es estable (100%) a pHs alcalinos (8.5) después de
12 h (Zhenghui Lu et al., 2017). Otro comportamiento similar es el de la a-amilasa de B.
subtilis, AmyQ A (enzima nativa) y AmyQ B (enzima recombinante), que son estables a pHs
ligeramente acidos (pH 5.5) y pHs alcalinos (7.0-8.0), respectivamente (Yang et al., 2012).

Cabe mencionar que AmyQ A y AmyQ B son estructuralmente iguales.
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Figura 42. Efecto de pH en la estabilidad de la a-amilasa de B. amyloliquefaciens
JJIC33M (AmiJ33r*, AmiJ33-ABCD y AmiJ33*). Tukey, p>0.05, n=2. *Datos tomados
de Montor-Antonio et al., 2017.

6.6.3 Efecto de la temperatura y termoestabilidad en la actividad de AmiJ33-ABCD

El efecto de la temperatura se evalué de 40 a 90°C (Fig. 43). AmiJ33-ABCD mostré
su maxima actividad a 80°C, mientras que de 40 a 70°C mantuvo solo el 32, 51, 62 y 72%
de su actividad. A 90°C, AmiJ33-ABCD s6lo mostroé el 75% de su actividad residual. La a-
amilasa nativa AmiJ33 (dominio A/B y C) y recombinante AmiJ33r (dominio A/B,C, Dy
E) presentaron su mayor actividad a 80°C (Montor-Antonio et al., 2017), al igual que la
version truncada AmiJ33-ABCD. El comportamiento del efecto de la temperatura sobre la
actividad de AmiJ33r, AmiJ33-ABCD y AmiJ33 (nativa) es el mismo, lo cual sugiere que la
region extra C-terminal (Dominio D y E) no tiene efecto significativo en la temperatura

optima de la enzima, algo también observado en otras a-amilasas (Salimi et al., 2012). Estos

96



resultados son similares a lo reportado para la a-amilasa de B. subtilis (Asgher et al., 2006)

que presenta su mayor actividad a temperatura 6ptima de 80°C. Por otro lado, la a-amilasa

de B. licheniformis CUMC305 (Vaseekaran et al., 2010) presenta su mayor actividad entre

80 y 90°C, mientras que las a-amilasas de B. subtilis (Teodoro and Martins, 2000), Bacillus

sp. (Arikan, 2007), Bacillus sp. BBM1 (Moreno et al., 2010) presentan su maxima actividad
entre 40 y 80°C.
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Figura 43. Efecto de la temperatura sobre la actividad de la a-amilasa de B.
amyloliquefaciens JJC33M (AmiJ33r*, AmiJ33-ABCD y AmiJ33*). Condiciones del
experimento; temperaturas evaluadas 40-90°C, como sustrato almidon gelatinizado.
Tukey, p>0.05, n=2. *Datos tomados de Montor-Antonio et al., 2017.
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En cuanto a la termoestabilidad, la actividad de AmiJ33-ABCD a 40°C se mantuvo
por 30 minutos; para posteriormente (60 minutos) disminir al 67%. A los 50°C, la actividad
de AmiJ33-ABCD disminuy6 30% y se mantuvo por 30 minutos, sin embargo, a los 60
minutos s6lo mantuvo el 40% de su actividad. Finalmente, a los 60°C, AmiJ33-ABCD no
presento actividad enzimatica en el tiempo evaluado (30 y 60 minutos). Por otro lado, no se
evalud la termoestabilidad de AmiJ33-ABCD a 70, 80 y 90°C ya que como se menciono
anteriormente, a 60°C AmiJ33-ABCD no present6 actividad, lo que nos permitié predecir

que a esas temperaturas AmiJ33-ABCD se desnaturalizara (Fig. 44).

La a-amilasa nativa (AmiJ33) y recombinante (AmiJ33r) presentaron un perfil similar
de termoestabilidad en comparacion con el de AmiJ33-ABCD (Fig. 44). Sin embargo, el
valor de vida media para cada temperatura y enzima es diferente. EI dominio E (SBD) influyé
en la termoestabilidad de la enzima nativa en comparacion con la enzima recombinante que
tiene una vida media 13. 5 veces mayor que la version truncada AmiJ33-ABCD (dominio
A/B, C y D) de la a-amilasa de B. amyloliquefaciens JJC33M (Tabla 13), AmiJ33-ABCD
tiene una vida media 8.5 veces menor que AmiJ33 (Tabla 13). En trabajos reportados, se
menciona que una de las ventajas del SBD aparte de su funcion para hidrolizar el almidén
nativo es dar termoestabilidad a las enzimas, principalmente a-amilasas (Janecek and Secvik,
1999) como es el caso para la a-amilasa de B. pseudofirmus (Zhenghui Lu et al., 2014;
Zhenghui Lu et al., 2017) que al eliminar el SBD aumentd cerca del 30, 70 y 70% en la

termoestabilidad a temperaturas de 40, 45 y 50°C, respectivamente.
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Figura 44. Termoestabilidad sobre la actividad de la a-amilasa de B. amyloliquefaciens
JJC33M (A). 40°C, AmiJ33r*, AmiJ33-ABCD y AmiJ33. B). 50°C, AmiJ33r*, AmiJ33-
ABCD y AmiJ33*. C). 60°C, AmiJ33r*, AmiJ33-ABCD y AmiJ33*). Condiciones del
experimento; temperaturas evaluadas 40, 50 y 60°C, como sustrato almiddn gelatinizado.
Tukey, p>0.05, n=2. Las diferencias significativas fueron evaluadas comparando las tres
temperaturas 40, 50 y 60°C. *Datos tomados de Montor-Antonio et al., 2017.
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Tabla 13.Vida media de la o-amilasa AmiJ33r, AmiJ33-ABCD y AmiJ33 de B.
amyloliquefaciens JJC33M

Vida media
Clona 20°C 50°C 60°C Referencia
Recombinante 23h 4.4h 40min Montor-Antonio et al., 2017
(AmiJ33r)
AmiJ33-ABCD | 1.75h | 24min | 15min Este trabajo
Nativa 14.43h | 2.68h 9min Montor-Antonio et al., 2017

6.6.4 Determinacion de los parametros cinéticos de AmiJ33-ABCD

Para determinar el efecto de la concentracion de sustrato en la actividad de AmiJ33-
ABCD se utilizaron diferentes concentraciones de almidon (0, 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14y 16
mg/mL) y con ello se determinaron los parametros cinéticos Km y Vmax. La cinética de
AmiJ33-ABCD se ajustd al modelo de Michaelis-Menten y los valores de Km Y Vmax que
fueron 330.16 U/mgy 1.6 mg/mL (Fig. 45), respectivamente. AmiJ33r y la a-amilasa nativa,
también se ajustan al modelo de Michaelis-Menten (Montor-Antonio et al., 2017), ademas
AmiJ33ry AmiJ33-ABCD presentaron valores de Vmax bajos, aunque AmiJ33-ABCD es més
afin al sustrato, los resultados de las Vmax indican que son estadisticamente diferentes, lo que

genera que la enzima sea 2 veces mas eficiente que AmiJ33r (Tabla 14).

En cuanto a la comparacion de AmiJ33-ABCD con AmiJ33 nativa, AmiJ33-ABCD es
3 veces menos rapida, aunque es 1.5 veces mas afin al sustrato, lo que provoca que sea 3
veces menos eficiente que AmiJ33 (Tabla 14). Por lo tanto, la eliminacién del SBD (dominio
E) gener6 una enzima con mayor afinidad por el sustrato, lo cual indica que el SBD puede

estar obstruyendo el acceso del sustrato.

En la literatura se report6 que la eliminacion del SBD de una a-amilasa obtenida de un
banco metagendmico bacteriano marino (AmyP) provoco que la enzima disminuyera su
eficiencia catalitica (Kcat/Km) sobre almidon nativo y gelatinizado, es decir la eliminacion del
SBD en AmyP generd una enzima 4.3 y 2.3 veces menos eficiente en la degradacion de

almidon gelatinizado y nativo, respectivamente (Peng et al., 2014). En cambio, en el presente
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caso de estudio, la eliminacion del SBD generd una enzima con mayor eficiencia catalitica.
Peng et al., 2014, también menciona que el SBD puede jugar un papel importante en la
hidrélisis del almidon soluble, caso contrario al de AmiJ33r. Cinéticamente, la presencia del

SBD no favorece la hidrolisis del almidén en AmiJ33.

Figura 45. Efecto de la concentracion de sustrato en la actividad de AmiJ33-ABCD
de B. amyloliquefaciens JJC33M. Condiciones del experimento; 45°C, como sustrato
almidon gelatinizado (10 g/L), 1.5 U de AmiJ33-ABCD. Tukey, p>0.05, n=2.

Tabla 14. Efecto del SBD de AmiJ33r de B. amyloliquefaciens JJC33M vy otras a-amilasas
con estructuras similares

Clona Vimax Km Keat/Km Referencia
U/m mg/mL 1y, Mg
(Uimg) | (mg/mL) | () /(22
Recombinante 294.11 3.23 135.5 Montor-Antonio et al., 2017
(AmiJ33r)

AmiJ33-ABCD 330 1.6 314.2 Trabajo actual
Nativa 5743 5.0 949.6 Montor-Antonio et al., 2017
AmyP 453.5 2.5 0.61

AmyPASBD 103.2 2.9 0.14 Peng et al., 2014
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6.6.5 Hidrdlisis enzimatica del almidon comercial y productos de reaccion empleando a
AmiJ33-ABCD

Después de determinar las condiciones optimas de operacion de AmiJ33-ABCD se
analiz6 su comportamiento en almidon gelatinizado de papa (10g/L, Eslab) ya que AmiJ33-
ABCD no hidroliza almidédn nativo (Hernandez-Heredia et al., 2017, congreso SMBB). Se
cuantificaron los productos de hidrolisis generados durante 120 min y se observo que durante
los primeros 30 min, se produjeron 3.2 g/L de azUcares reductores. De los 30 min hasta los
80 min se alcanzaron 4.3 g/L, finalmente entre los 90-120 min la produccion de azucares fue
constante entre 4.3-4.5 g/L, alcanzando la maxima produccion de azUcares reductores a los
90 min con un total de 4.5 g/L (Fig. 46), posterior a los 90 min la concentracion de azlcares
reductores préacticamente se mantuvo constante. Lo anterior indica que las productividades

alcanzadas a los 30, 80 y 90 min fueron 6.4 g/Lh, 3.3 g/Lh y 3 g/Lh, respectivamente.

En cuanto a la comparacion de AmiJ33 (nativa) con AmiJ33-ABCD se obtuvo un perfil
similar en la produccion de azlcares reductores pues ambas enzimas alcanzan la maxima

produccidén de azlcares entre 4.1y 4.3 g/L a los 120 minutos (Fig. 46).
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Figura 46. Comparacion del comportamiento de la produccion de azucares reductores
empleando la a-amilasa (AmiJ3-ABCD y AmiJ33) de B. amyloliquefaciens JJC33M.
Condiciones experimentales; 45°C, como sustrato almidon gelatinizado (10 g/L). Tukey,
p>0.05. AmiJ33-ABCD 1.5 U/mL y AmiJ33 1.6 U/mL.
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Durante la cinética, se identificaron los productos de hidrolisis del almidon generados
con AmiJ33-ABCD que fueron glucosa (GP1), maltosa (GP2), maltotriosa (GP3) y
maltotetraosa (GP4) y predominaron la maltosa y la maltotriosa (Fig. 47). Durante los
primeros 10-80 min de hidrolisis, se observd glucosa (GP1), maltosa (GP2), maltotriosa
(GP3) y maltotetraosa (GP4), aunque en mayor concentracion maltosa (GP2), maltotriosa
(GP3) y maltotetraosa, lo que se correlaciona con la alta produccion de azlcares reductores
(2-4.3 g/L) (Fig. 46) en comparacion con los tiempos 90-120 min. Después de los 90-120
min la maltotetraosa (GP4) dejo de producirse y solo se produjeron maltotriosa (GP3),
maltosa (GP2) y se increment0 la concentracion de glucosa (GP1) (Fig. 47). Es decir, al final
de la reaccion, se observo principalmente la presencia de glucosa (GP1), maltosa (GP2) y
maltotriosa (GP3). Es posible que la maltotetraosa (GP4) formada al inicio de la reaccion, al
final de la reaccion se hidrolizd por la enzima hasta la formacién de glucosa (GP1) y
maltotriosa (GP3).

Al comparar a los productos de hidrdlisis de la a-amilasa nativa AmiJ33 con los
productos de hidrélisis de AmiJ33-ABCD, se observo que son similares en cuanto a la
generacion de glucosa (GP1), maltosa (GP2) y maltotriosa (GP3), pero no para la
maltotetraosa (GP4). Tal parece que la region extra C-terminal (dominio D) esta relacionada
con la generacion de un producto de mayor tamafio (GP4) al inicio de la reaccion. Es decir,
posiblemente la adicién de un dominio méas (dominio D) esté modificando la conformacion
del sitio activo de la enzima, principalmente los aminoacidos auxiliares en la triada catalitica,
generando una enzima mas compacta 0 mas cerrada y esto conlleve a modificar los subsitios
de la enzima. Al comparar los productos de hidrdlisis de AmiJ33-ABCD con AmiJ33r, se
concluyd que son similares pues ambas enzimas generan glucosa (GP1), maltosa (GP2),
maltotriosa (GP3) y maltotetraosa (GP4) (Hernandez-Heredia et al., 2017, congreso SMBB).

En trabajos reportados para la a-amilasa TS-23 de B. subtilis (Fen et al., 2002) se
realizaron versiones truncadas en donde se elimin6 de la region C-terminal de la enzima al
SBD y observaron que no se generaron cambios en el patron de productos de hidrolisis. Lo
anterior contrasta con el presente trabajo, donde las versiones de menor peso molecular
producen productos de bajo grado de polimerizacién y viceversa. Sin embargo, en trabajos
reportados para la a-amilasa AmyP (dominio A/By C) de la familia GH13 (Liu et al., 2017)

103



se demuestra que haciendo mutaciones principalmente en el sitio activo de la enzima, se
pueden desencadenar una serie de cambios como la generacion o desaparicion de susbsitios
involucrados en el anclaje del sustrato y esto conlleve a modificar la generacion de productos
de hidrdlisis, caso que sucede con AmyPASBD y AmyPASBD-E221Q (mutacion realizada
en el sitio activo, E221Q) ambas enzimas fueron cristalizadas con el sustrato maltosa y
maltotriosa, respectivamente. Se observaron diferencias, en AmyPASBD-E221Q se observé
la generacion de dos subsitios mas (-1 y -4) mientras que en AmyPASBD solo estan
involucrados los subsitios -2 y -3, esto se debe principalmente a la orientacion y participacion
de los aminoacidos involucrados en el anclaje de los sustratos, caso que puede estar
sucediendo con AmiJ33-ABCD y AmiJ33r ya que la adicion del dominio D y E pueden estar

modificando la conformacidn del sitio activo y sus subsitios.

Figura 47. Cromatografia en capa fina (TLC) de los productos de hidrolisis de
AmiJ33-ABCD empleando como sustrato almidén gelatinizado (10 g/L). Sistema:
Butanol/etanol/agua 30:50:20. Estandares: Glucosa, maltosa, GP4, GP5, GP6 y GP7,
1: Glucosa. 2: Maltosa. 3: 0 min. 4: 10 min. 5: 20 min. 6: 30 min. 7: 40 min. 8: 50
min. 9: 60 min. 10: 70 min. 11: 80 min.12: 90 min. 13: 100 min. 14: 110 min. 15: 120
min.
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La ventaja de las a-amilasas (AmiJ33r, AmiJ33-ABCD y AmiJ33) de B.
amyloliquefaciens JJC33M con respecto a AmyP y AmyPASBD (Pen et al., 2014) es que
tienen una alta afinidad hidrolitica hacia almidon gelatinizado de papa (AmiJ33 y AmiJ33-
ABCD) y almidon nativo de papa (marca, Eslab) como es el caso de AmiJ33 (Hernandez-
Heredia y del Moral S., 2016). Esto indica que las a-amilasas obtenidas en ese trabajo podrian
utilizarse para la licuefaccion de almidon y la formacion de oligosacéridos de cadena corta.
También estas a-amilasas pueden tener aplicacion, por ejemplo, en la industria textil, ya que
presentan su mayor actividad a pHs alcalinos (AmiJ33r y AmiJ33-ABCD) o en la industria
de panificacion y produccion de jarabes fructosados (AmiJ33). Sin embargo, si se necesita
una enzima con una eficiencia catalitica mayor se elegiria a AmiJ33, que ademas hidroliza
tanto el almidén gelatinizado como el nativo. La hidrdlisis del almidén nativo puede ser
ventajosa en algunas industrias ya que se omitiria el proceso de gelatinizacion del almidon

para obtener sus derivados.

Con los resultados bioguimicos y cinéticos obtenidos de AmiJ33r, AmiJ33-ABCD y
AmiJ33 y su comparacion estructural se puede sugerir que la region C-terminal (Dominio D
y E) mejora el desempefio de la enzima a pH alcalinos y la termoestabilidad a 40, 50 y 60°C.
Es posible que el dominio D evite la hidrdlisis de almidén nativo y sea el responsable del
cambio de especificidad de la enzima, puesto que la version AmiJ33-ABCD es incapaz de
hidrolizar almidén nativo, ademas, el dominio D favorece la produccion de
maltooligosacaridos de mayor grado de polimerizacion (GP4). Cabe mencionar que la
maltotetraosa (GP4) tiene aplicacion en la industria alimentaria para mejorar la textura y
reducir la dulzura de los alimentos sin afectar su sabor, también es utilizado como prebidtico
(Maalej et al., 2014). Sin duda el dominio E (SBD) disminuye la produccion de azlcares

reductores y la afinidad por el sustrato.

6.7 Purificacion del SBD de la a-amilasa de B. amyloliquefaciens JJC33M

El SBD se obtuvo intracelularmente con el reactivo Bugbuster 1X. Posteriormente, se
purifico por cromatografia de afinidad con la resina de Ni-NTA (QIAGEN®), las elusiones
con mayor actividad se mezclaron. La proteina total obtenida para el SBD fue de 0.345

mg/mL.
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El peso molecular calculado a partir de la secuencia aminoacidica in silico del SBD es
11 kDa. Sin embargo, los componentes del sitio de unién mdaltiple del plasmido utilizado
(pET101D/TOPO) para la clonacion y expresion del SBD incrementa el peso molecular 3
kDa. Con el incremento del peso molecular del SBD, finalmente, en el analisis de la

secuencia se observo un peso molecular aproximado de 13 kDa (Fig. 48).

El SBD se cloné correctamente, el resultado de la secuencia se muestra en la seccion
6.2.2, por tal motivo la proteina se expresd correctamente. Sin embargo, en el zimograma no
se observo un halo de degradacion (transparente) lo cual indica que el SBD no presenta
actividad enzimatica (Fig. 48), ya que la funcion principal del SBD es ayudar al dominio

catalitico a unirse al almidon nativo (insoluble) y degradarlo (Southall et al., 1999).

Figura 48. Zimograma del SBD de la a-amilasa de B. amyloliquefaciens JJC33M. A).
Tincion con azul de Coomasie. B). Zimograma, tefiido con lugol. M: marcador de
molecular (PageRuler Unstained Protein Lad). 1y 2: SBD.
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6.8 Region putativa SBD y ensayos de unidn a sustrato (almidén nativo)
6.8.1 SBD y adsorcién a almidon nativo de papa, marca Eslab y maiz, marca Meyer

Una de las principales funciones del SBD y la més importante es unirse a almidon
nativo y promover su degradacion por el domino catalitico. Sin embargo, la a-amilasa
recombinante de B. amyloliquefaciens JJC33M (AmiJ33r) a pesar de que contiene un SBD
putativo no hidroliza almiddn nativo y tiene un efecto negativo en la eficiencia catalitica de
la enzima (Montor-Antonio et al., 2017), por tal motivo, en este trabajo se evalud la
funcionalidad del SBD en almiddn nativo de papa y maiz.

Para ello se cuantifico la proteina que no se adsorbio (proteina libre) al almidon nativo
de papa y maiz, y se utilizaron proteinas de referencia, AmiJ33-ABCD y BSA (Fig. 49 y 50).
La BSA no se adsorbid en almidén. AmiJ33-ABCD presentd una adsorcion en almidén de
papa y maiz de 7% a 2.5 mg/mL y 10% a 10 mg/mL, respectivamente. Sin embargo, el SBD
presentd una adsorcion en almidon de papa y maiz de 10.6 % con 5 mg/mL y 17% con 5
mg/mL, respectivamente. Con estos resultados se puede observar que el SBD si tiene mayor
porcentaje de adsorcion que AmiJ33-ABCD, aunque su porcentaje de adsorcion es bajo
comparado con otros dominios SBD, por ejemplo, el SBD de la a-amilasa AmyP y de la a-
amilasa de Bacillus sp. TS-23 se adsorben 80 y 60% en almidén en 120 min y 60 min,

respectivamente (Peng et al., 2014, Lo Huei Fen et al., 2002)

En trabajos reportados de adsorcion de almidon para la a-amilasa de Lactobacillus
plantarum S21 (Kanpiengjai et al., 2017), se menciona que agregan 300 mg/mL de enzima
a concentraciones de 0.5, 1.0, 2.5, 5.0, 7.5, 10, 15, 20 y 25 mg/mL de almiddn nativo y
obtienen una adsorcion de aproximadamente 15% y 32% en concentraciones de 5 mg/mL y
25 mg/mL de almiddn, respectivamente. Comparando estos resultados con los reportados
para el SBD de la a-amilasa de B. amyloliquefaciens JJC33M se puede discutir que a pesar
de que se agregaron sélo 100 mg/mL de enzima a concentraciones de 0, 2, 5, 10, 15, 20 y 25
mg/mL, se logrd obtener una adsorcion de 10 % y 17 % en concentraciones de 5 mg/mL de
almiddn nativo de papa y maiz, respectivamente. Cabe resaltar que se obtiene un porcentaje
mayor de adsorcion con el SBD de la a-amilasa de B. amyloliquefaciens JJC33M en la
concentracion de 5 mg/mL de almidén que con la a-amilasa de Lactobacillus plantarum S21
(Kanpiengjai et al., 2017).
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El SBD, AmiJ33-ABC y BSA libre se analizaron en geles SDS-PAGE, en donde se
coloco el sobrenadante recolectado después de separarlo del almidon de papa y maiz. En las
figuras 50B, 50C, 50D, 51B, 51C y 51D se observa que no hay diferencia entre la muestra
sin almidén (0 mg/mL) y con almidon (2, 5, 10, 15, 20 y 25 mg/mL). Es decir, la union del
10 y 17% del SBD al almiddn de papa y maiz, respectivamente, es imperceptible, en este
experimento, lo cual sefiala que si bien el SBD tiene una afinidad por el almidon ésta no es

lo suficiente para determinar su funcionalidad.

Figura 49. Ensayos de union a almidén de papa con la version truncada AmiJ33-
ABCD, SBD y BSA. A). Grafica de union a almidén con AmiJ33-ABCD, SBD
y BSA. Medicion realizada por espectofotomrtria. B). SDS-PAGE de las
reacciones del SBD (100 pg/mL) con almidoén nativo, adsorcién. C). SDS-PAGE
de las reacciones de la version truncada AmiJ33-ABCD (100 pug/mL) con
almidon nativo, adsorcién. D). SDS-PAGE de las reacciones de BSA (100
pg/mL) con almidon nativo, adsorcion. M: marcador de peso molecular. 1:
muestras™ sin almidon. 2: muestras* con 2 mg/mL de almidon. 3: muestras* con
5 mg/mL de almidén. 4: muestras* con 10 mg/mL de almidon. 5: muestras* con
15 mg/mL. 6: muestras* con 20 mg/mL de almiddn. 7: muestras* con 25 mg/mL
de almiddn que fueron mezclados con amortiguador de fosfatos pH 8.0, 50 mM a
4°C por 2 h a 120 rpm. *muestras SBD, AmiJ33-ABCD y BSA segun sea el
caso para cada gel SDS-PAGE.
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Figura 50. Ensayos de union a almiddn de maiz con la version truncada AmiJ33-
ABCD, SBD y BSA. A). Grafica de union a almidon con AmiJ33-ABCD, SBD y BSA.
Medicién realizada por espectofotometria. B). SDS-PAGE de las reacciones del SBD
(100 pg/mL) con almiddn nativo, adsorcién. C). SDS-PAGE de las reacciones de la
version truncada AmiJ33-ABCD (100 pg/mL) con almidoén nativo, adsorcién. D).
SDS-PAGE de las reacciones de BSA (100 pug/mL) con almidén nativo, adsorcion. M:
marcador de peso molecular. 1: muestras* sin almidén. 2: muestras* con 2 mg/mL de
almidon. 3: muestras* con 5 mg/mL de almiddn. 4: muestras* con 10 mg/mL de
almidon. 5: muestras* con 15 mg/mL. 6: muestras* con 20 mg/mL de almidon. 7:
muestras* con 25 mg/mL de almidon que fueron mezclados con amortiguador de
fosfatos pH 8.0, 50 mM a 4°C por 2 h a 120 rpm. *muestras SBD, AmiJ33-ABCD y
BSA segun sea el caso para cada gel SDS-PAGE.
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CONCLUSIONES

La eliminacion de la regién C-terminal (dominio D y E) tiene efecto en el
comportamiento bioguimico y cinético de la enzima, su eliminacion en AmiJ33r y AmiJ33-
ABCD revel6 que esté proporcionando estabilidad a pHs alcalinos y a pHs ligeramente &cidos
como es el caso de AmiJ33. Con respecto la temperatura, los dominio D y E no influyen
pues se mantiene el mismo rango de temperatura 6ptima (80°C) en AmiJ33r, AmiJ33-ABCD
y AmiJ33. Sin embargo, al evaluar la termoestabilidad en estas a-amilasas, la region C-

terminal parece estar involucrada directamente en la estabilidad de la enzima.

Otras condiciones evaluadas e importantes, fueron los parametros cinéticos. Los datos
indican que la presencia de la region extra C-terminal (dominio D y E) influye negativamente

en la eficiencia catalitica de la enzima (Kcat/Km).

Con respecto a los oligosacéaridos derivados de la hidrélisis del almidén empleando las
enzimas AmiJ33r, AmiJ33-ABCD y AmiJ33, se concluye que las versiones proteicas mas
pequefas producen productos de menor tamafio, lo que indica que la regién extra C-terminal
(dominio Dy E) influye positivamente en la produccion de GP4 (maltotetraosa). Posiblemente,
su presencia representa un impedimento estérico alrededor del dominio catalitico o altera la
conformacién del sitio activo, principalmente en la triada catalitica 0 aminoacidos auxiliares

involucrados en la catalisis.

La region de union a almidon (SBD) encontrada en el C-terminal se adsorbe en almidon
nativo de papa y maiz, 10% y 17%, respectivamente. Sin embargo, debido a la baja adsorcién
del SBD en los almidones evaluados hace necesario la busqueda de otros experimentos que

determinen con certeza si efectivamente el SBD es funcional.
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PERSPECTIVAS

» Obtener la version truncada AmiJ33-ABC y caracterizarla en cuanto al efecto de pH
y estabilidad a pH, el efecto de la temperatura, la termoestabilidad y los parametros
cinéticos como Kmy Vmax, con la finalidad de demostrar si la region N y el dominio C
de la a-amilasa de B. amyloliquefaciens JJC33M tienen efecto en la actividad,
especificidad del sustrato y en las propiedades bioquimicas de la enzima. Esto con el

fin de ver si AmiJ33-ABC y AmiJ33 nativa son las mismas enzimas.

» Proponer a-amilasas quiméricas que contengan la region putativa (SBD) en tdndem
con la finalidad de obtener una a-amilasa que hidrolice almidon nativo en altas
concentraciones y tenga la capacidad de aumentar su afinidad a diferentes fuentes

botanicas de almidon.

» Cristalizar la a-amilasa (AmiJ33) de B. amyloliquefaciens JJC33M con su sustrato
para tener la estructura predicha y observar cuales son los aminoécidos que
intervienen en los sitios de union a sustrato, observar si contiene los aminoacidos
aromaticos conservados, observar cuales aminoacidos estan involucrados en el
dominio catalitico, principalmente en la triada catalitica y asi poder realizar

modificaciones para obtener una a-amilasa con caracteristicas competentes.
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ANEXOS

ANEXO |. Secuencia de aminoacidos de las versiones truncadas de la a-amilasa de B.
amyloliquefaciens JJC33M, AmiJ33 (sin péptido sefial).

>AmiJ33-AB

VTASSVKSGTILHAWNWSENTLTONMKDIRDAGYAAIQTSPINQVKEGNQGDKSMRNWYWLYQPTS
YOIGNRYLGTEQEFKDMCAAAEKYGVKVIVDAVINHTTSDYSAISDEIKRIPNWTHGNTQIKNWSD
RWDVTONSLLGLYDWNTONTEVQTYLKRFLERALNDGADGFRYDAAKHIELPDDGNYGSREWPNIT
NTAAEFQYGEILODSASRDTAYANYMNVTASNYGHSIRSALKNRNLSVSNISHYASDVSADKLVTW
VESHDTYANDEEESTWMSDDDIRLGWAVIGSRSGSTPLFFSRPEGGGNGVREFPGKSQIGDRGSALF
KDQAITAVNIFHNVMGG

>AmiJ33-ABC

VTASSVKSGTILHAWNWSENTLTONMKDIRDAGYAAIQTSPINQVKEGNQGDKSMRNWYWLYQPTS
YQOIGNRYLGTEQEFKDMCAAAEKYGVKVIVDAVINHTTSDYSAISDEIKRIPNWTHGNTQIKNWSD
RWDVTONSLLGLYDWNTONTEVQTYLKRFLERALNDGADGFRYDAAKHIELPDDGNYGSREWPNIT
NTAAEFQYGEILODSASRDTAYANYMNVTASNYGHSIRSALKNRNLSVSNISHYASDVSADKLVTW
VESHDTYANDEEESTWMSDDDIRLGWAVIGSRSGSTPLFEFSRPEGGGNGVREPGKSQIGDRGSALFE
KDQAITAVNIFHNVMGGQPEELSNPNGNNQIFMNQRGSKGVVLANAGSSAVAVNTSTKLPDGRYDN
RAGIGSFQVTNGKLTGTINARSVAVLYPDDIGNA

>AmiJ33 ABCD

VITASSVKSGTILHAWNWSENTLTONMKDIRDAGYAAIQTSPINQVKEGNQGDKSMRNWYWLYQPTS
YOIGNRYLGTEQEFKDMCAAAEKYGVKVIVDAVINHTTSDYSAISDEIKRIPNWTHGNTQIKNWSD
RWDVTONSLLGLYDWNTONTEVQTYLKRFLERALNDGADGFRYDAAKHIELPDDGNYGSREWPNIT
NTAAEFQYGEILODSASRDTAYANYMNVTASNYGHSIRSALKNRNLSVSNISHYASDVSADKLVTW
VESHDTYANDEEESTWMSDDDIRLGWAVIGSRSGSTPLFFSRPEGGGNGVREFPGKSQIGDRGSALF
KDOQAITAVNIFHNVMGGQPEELSNPNGNNQIFMNQRGSKGVVLANAGSSAVAVNTSTKLPDGRYDN
RAGIGSFQVTNGKLTGTINARSVAVLYPDDIGNAPHVFLENYQTGAVHSENDQLTVTLRANAKTTK
AVYQINNGQOTGFKDGDRLTIGKGDPIGTAYDIKLTGTNSEGAARTQEYTFEVK

>SBD (CBM26)

KDPSQANIIGYQONPDHWGQVNAYIYKHDGGRAIELTGSWPGKAMTKNADGIYTLTLPENADTANAK
VIFNNGSAQVPGONQPGEDYVKNGLYNNSGLNGYLRH
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ANEXO II. Curva de calibracion de glucosa 'y BSA
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ANEXO I1I. Curva de linearizacion para la obtencion del peso molecular (PM)

AmiJ33-AB
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ANEXO IV. Curva de linearizacion para la obtencién del peso molecular (PM)

Region putativa SBD (Dominio E)
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ANEXO V. Férmula para calcular las concentraciones y volumenes de ligacion en molaridad
y relaciones molares determinadas.

La férmula siguiente formula permitid calcular la concentracion de inserto (Qi) para lograr

la relacion deseada inserto:vector a partir de mediciones espectrofotométricas.

_ Mi
"~ ((2)(1x109 nm)

Qi (pBi * 650)(Vr + 1 000ng)
Las formulas utilizadas fueron las siguientes:

1pg

Nv = Cv—nd
V=V 000 ng)

Nv = Factor de conversion ng/ul a pg/ul

Nv
Mv = Cvm (2)( 1x109 nm)

Mv = Determinacién de molaridad de los dos extremos del vector en nM

_F 1ug
~ (Vr) (1000 ng)

Qv

Qv = Concentracion en pg/ul de vector en la ligacidn con peso de vector (F, 20-100 ng por

20 pl de reaccion) y volumen de reaccion deseados (Vr, 10-20 pl).

Mv = (Mv)( Pi)

Mi= nM necesarios de inserto en ligacién para cumplir con la proporcion indicada (Pi, 2 =
1:2,3=1:3).

Donde:

Cv= Lectura de Nanodrop (ng/ul) del vector

Vr=Volumen de reaccion (10-20ul)
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pBv=Pares de bases (vector)
pBi= Pares de bases (Inserto)
Pi= Proporcién de inserto (2=1:2, 3=1:3, etc.)

F= ng méaximos totales en la ligacion (20-100 ng por 20 ul de reaccion)
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ANEXO VI. Marcadores de peso molecular para DNA y para proteinas, respectivamente.
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ANEXO VII. Plasmidos utilizados en el presente trabajo

Plasmido pJET1.2/bint
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Plasmido pET22b(+)

PET-2ai(<>it<|uenCT Unumarks

T? promoter 361-377
T7 transcription start 360

pe/B coding sequence 224-289
Multiple doning sites

(Atol - Ato r> 1S8-226
HLs»Tag coding sequence 140-157
T7 tenninahov 26-72
¢cac/codlLng sequence 764-1843
pBR322 erigid 3277

b/a coding sequence 403&4895
£l orljjin 5027-54382

T7 promoter primer #69348-3

Bgl T7 promoter lac operator Xbal rbs
AGArCTCGATCCCGCGAAATTAATACGACTGACTATAGGGGAAr TGrGAGCGGATAACAA | TGGCGTCIAGAAATAATITTGTrTAAGTTTAAGAAGGAGA
Ndei —pMI pelB leader \Wsdjjfco BamH | fccR| fiad

TATACATATGAAATACCTGCTGCCGACCGCTGCTGCTGGTCTGCTGCTCCTCGCTGCCCAGCCGGCGATGGCCATGGATATCGGAATTAATTCGGATCCGAATTCGAGCTCC
MetLysTyrLeuLeuProThrAlaAlaAlaG|yLeulLeulLeulLeuA | aAl aG | nProA|aMetAl cjjMetAspl 1eGl y | | eAsnSerAspProAsnSerSerSer

Eag\ Ava I . signal.peplidase
Sali Hinti Il Noti Xfto His-Tag Bpul102 |

GTCGACAAGCTTGCGGCCGCACTCGAGCACCACCACCACCACCACTGAGATCCGGCTGCTAACAAAGCCCGAAAGGAAGCTGAGTTGGCTGCTGCCACCGCTGAGCAATAAC
Va lIAspLysLeuAlaAlaAlalLeuGluHisHisHisHisHisHisERnd e

T7 terminator T7 terminator primer #69337-3
TAGCATAACCCCTTGGGGCCTCTAAACGGGTCTTGAGGGGTTTTTTG

pET-22b(+) cloning/expression region
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Plasmido pET101D/TOPO

Comments for pET101/D-TOPO*
5753 nucleotides

T7 promoten bases 209-225

T7 promotor priming site: bases 209-228

tac operator (lacO): bases 228-252

Ribosome binding site (RBS): bases 282

TOPO* cloning site (directional): bases 297-310

V5 eptlope: bases 333-374

Polybistidine (BxHis) region: bases 384-401

T7 reverse priming site: bases 455-474

T7 transcripcién termination region: bases 416-544
bla promoten bases 845-943

Ampicillin (bla) resistance gene (ORF): bases 944-1804
pBR322 origin: bases 1949-2622

ROP ORF: bases 2990-3181 (compiementary slrand)
/lac/ORF: bases 4493-5584 (complementary strand)

¢ac nperntcir

(iTTTGA TCCGGCTGCT AACAAAUCCC GAAAGGAAGC

CCCCTTGGGG CCTCTAAAOG
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