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RESUMEN

La enzima alfa-amilasa es una de las mas importantes endoamilasas
industriales, cataliza la reaccion de hidrélisis de las moléculas de almidén y las
convierte en polimeros compuestos de unidades de glucosa y maltosa. Posee
aplicaciones en las industrias de alimentos, textiles, papel, detergentes,
farmacedtica, quimica, entre otras. En este estudio, la produccion y expresion
de la proteina recombinante alfa-amilasa amyL se realizdé a partir de Bacillus
licheniformis ATCC 14580 en células de expresion Escherichia coli BL21 (DE3)
utilizando el vector pET SUMO. La eficiencia de transformacion de las células
de E.coli Mach1T1-pUC19 obtuvo un valor que resulté adecuado para llevar a
cabo exitosamente el experimento desarrollado en este estudio.
Adicionalmente, el sistema desarrollado de clonacién y expresion del gen amyL
empleando el vector pET SUMO en células de E. coli BL21 (DES3), fue capaz de
producir satisfactoriamente la enzima alfa-amilasa mediante la induccion con
IPTG. De la misma manera, el uso del promotor T7 favorecio la expresiéon de la
enzima alfa-amilasa demostrando valores detectables de actividad enzimatica y
especifica para la misma. Finalmente, la integridad de la enzima amyL se
demostré6 mediante electroforesis en geles de poliacrilamida en los medios

extracelulares precipitados con sulfato de amonio.



ABSTRACT

The alpha-amylase enzyme is one of the most important industrial
endoamylases. This enzyme catalyzes the hydrolysis of starch molecules,
which results in polymers composed of glucose and maltose. Alpha-amylase
has applications in the food, textile, paper, detergent, pharmaceutical and
chemical industries, among others. In this study, production and expression of
the recombinant alpha-amylase protein was performed from Bacillus
licheniformis ATCC 14580 in Escherichia coli expression cells BL21 (DES3)
through the pET SUMO vector. The transformation efficiency of E. coli
Mach1T1-pUC19 cells was a value who was adequate to carry out a successful
experiment in this study. In addition, the developed system of cloning and
expression of the amyL gene using the vector pET SUMO in the E. coli BL21
cells (DE3), was able to respond to the alpha-amylase enzyme through the
induction with IPTG. In the same way, the use of the T7 promoter favored the
expression of the enzyme alpha-amylase demonstrating detectable and specific
values of enzymatic activity. Finally, the integrity of amyL enzyme was
demonstrated by electrophoresis in polyacrylamide gels in extracellular media

precipitated with ammonium sulfate.
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1. Capitulo I. Introduccion

1.1. Antecedentes

Las enzimas, catalizadores naturales provenientes de organismos vivos, son
componentes indispensables de las reacciones bioldgicas ya que tienen la
funcién de incrementar la velocidad de las reacciones quimicas y como
resultado transforman diferentes moléculas en productos especificos (Castillo
Rosales & Rodriguez, 2014; Sundarram, Pandurangappa, & Murthy, 2014).
Estan envueltas en procesos biolégicos esenciales para la vida como la
replicacion del ADN, la sintesis de proteinas, el metabolismo, entre otros. Su
funciéon como catalizador, la especificidad de las transformaciones, el volumen
reducido de desechos y las condiciones naturales y poco agresivas en las que
trabajan, ha permitido el incremento de su uso en varios procesos industriales
(Li, Yang, Yang, Zhu, & Wang, 2012).

La produccién de enzimas para la industria tiene una variedad de aplicaciones,
en el mercado mundial el 29% de enzimas producidas son destinadas a la
industria alimenticia, el 15% son enzimas usadas como alimentos y el 56% son
destinadas a otros usos industriales. Dentro de este contexto, las amilasas
representan el 30% de la produccién mundial de enzimas anualmente (Mobini-
dehkordi & Javan, 2012).

La enzima alfa-amilasa es una de las mas importantes endoamilasas
industriales, siendo capaz de romper los enlaces glicosidicos (Zhang, Han, &
Xiao, 2017), es ampliamente utilizada ya que cataliza la reaccion de hidrolisis
de las moléculas de almidon y las convierte en polimeros mas pequefos
compuestos de unidades de glucosa, maltosa y maltotriosa (Monteiro de Souza
& Oliveira Magalhaes, 2010). La alfa-amilasa es producida por varias especies

de animales, plantas y microorganismos, siendo estos ultimos los mas usados



para su produccion debido a la facilidad en su manipulacién y a su potencial
economico en las industrias alimenticia, textil, de detergentes, produccion de
biocombustibles, de papel (Shahhoseini, Ziaee, & Ghaemi, 2003; Zhang et al.,
2017); asi como en la licuefacion de almidén, elaboracién de cerveza,
destilacion, tratamientos para enfermedades digestivas, produccién de tortas,
jugos de frutas, jarabes de almidon (sucrosa, sacarosa) y productos
farmaceuticos (Roy, Borah, Lata, & Mukherjee, 2013). Adicionalmente, se la
puede emplear en la remociéon de contaminantes del ambiente, o en la
obtencién de metabolitos de interés biotecnoldgico, a través del uso de
microorganismos que aprovechan el almidon como su fuente de carbono

gracias a esta enzima (Mobini-dehkordi & Javan, 2012).

El proceso de produccién convencional de enzimas incluyendo a la alfa-amilasa
ocurre por fermentacion y depende de varios factores fisico-quimicos tales
como el pH, temperatura, aireacion, transferencia de oxigeno y humedad
(Sundarram et al., 2014).

Aunqgue las amilasas provienen de diferentes fuentes como animales, plantas y
microorganismos, son las amilasas provenientes de microorganismos las que
son mas demandadas en la industria debido a su corto periodo de crecimiento
y productividad. La alfa-amilasa ocupa el primer lugar en términos de
explotacion comercial al ser una enzima producida extracelularmente, ademas
de su especificidad de reaccién y menor consumo de energia que los métodos
quimicos convencionales de produccién (Divakaran, Chandran, & Pratap
Chandran, 2011).

Uno de los mejores microorganismos productores de alfa-amilasa es Bacillus
subtilis, se estima que esta especie es la productora del 50% de enzimas a

nivel mundial (Mobini-dehkordi & Javan, 2012). La alfa-amilasa de Bacillus



subtilis ha sido parcialmente purificada y se han investigado los efectos de la
temperatura, los iones metalicos y de agentes tensoactivos sobre la actividad
de la misma, tal como se menciona en el estudio de Bano et al. (2011), en
donde se demostré su termoestabilidad con diversos agentes tensoactivos y

detergentes, lograndose mantener el 62% de su actividad a 70 °C y -18 °C.

Varios estudios ya han demostrado la produccion de proteinas recombinantes,
por ejemplo, en 1990 se reportd que la alfa-amilasa puede ser usada como un
marcador para clonacién genética, este sistema fue construido en un vector
lanzadera entre Bacillus subtilis y Escherichia coli que contenia el gen de la
alfa-amilasa, este gen fue insertado en un vector y se comprobd la actividad
enzimatica mediante ensayos de hidrolisis que resultaron en la produccién de
pequefios halos observados en un medio de cultivo con almidén, de esta
manera se comprob6 que la actividad enzimatica se produce en gran cantidad
(Zhang et al., 2017).

Asi mismo, en los articulos de Shahhoseini et al., (2003) y de Zafar et al.,
(2015). el gen de alfa-amilasa fue clonado utilizando un vector pET a partir de
Bacillus licheniformis y Thermotoga petrophila y expresado en Escherichia coli,
se obtuvieron resultados en cuanto a la actividad enzimatica optimizando
pardmetros como pH y temperatura, demostrando valores significativos y se
comprobd cualitativamente mediante experimentos de hidrolisis de almidoén y
por SDS-PAGE la presencia de la enzima. De la misma forma, el estudio de
Roy et al., (2013) purifico, caracterizd y demostré aplicaciones industriales de
una alfa-amilasa producida a partir de Bacillus subtilis y expresada en

Escherichia coli, demostrando valores de actividad enzimatica optima a pH 6 y
70 °C y aseverando que no necesita iones de Ca®" para su actividad y
termoestabilidad. En otros estudios, también se ha demostrado la produccion
de alfa-amilasa en distintas células de expresion, por ejemplo, en el trabajo de

Celinska, Biatas, Borkowska, & Grajek, (2015) se dio a conocer la importancia



de la enzima en aplicaciones industriales, se produjo a partir de Sitophilus
oryzae y expreso en una cepa de Yarrowia lipolytica, la enzima fue secretada
en el medio de cultivo y su actividad enzimatica fue de 81 U/mL después de 29
horas de crecimiento en un reactorde 5L a pH 5y 40 °C comprobada luego de
la precipitacién con sulfato de amonio y adicionalmente se realizaron ensayos
de digestion de almidon en cultivos de arroz. En el experimento de Sun et al.,
(2018) se demostro la eficiente produccion de alfa-amilasa pancreatica porcina
cuando se expresd el gen codificante de la enzima funcional extracelular en

Pichia pastoris y se caracterizd bioquimicamente a la enzima producida a pH
7,5y 50 °C esto no solo indicé su potencial sino también la mejora necesaria

para su aplicacién en la alimentacién animal.

1.2. Planteamiento del problema

Actualmente, el uso de enzimas a escala industrial ha aumentado
notablemente y se considera que en los proximos afios incrementara el numero
de procesos biocataliticos en los que se encuentran envueltas (Castillo Rosales
& Rodriguez, 2014). Para su produccion a gran escala se utilizan procesos
tradicionales que no son capaces de cubrir la alta demanda, esto se debe a
que el tiempo de produccion es bastante largo, los procesos necesitan
optimizaciéon de parametros fisico-quimicos y uso de grandes cantidades de
materia prima, agua y energia con lo que se obtiene poca cantidad de la
enzima y en una concentracion baja, esto implica que los costos de estos

procesos resulten ser muy elevados (Castillo Rosales & Rodriguez, 2014).

Considerando que aproximadamente el 90% de las enzimas importantes en la
industria son producidas por organismos de forma recombinante, hay muy

pocos andlisis de produccion de estas proteinas por microorganismos e



Ingenieria Genética especialmente haciendo énfasis en un amplio volumen de

produccion y a bajo costo (Ferreira, Azzoni, & Freitas, 2018).

Adicionalmente, en Ecuador no existe produccion de enzimas mediante
técnicas de Ingenieria Genética, ya que no se han reportado estudios de
obtencién de alfa-amilasa recombinante para usos industriales, ademas que la
investigacion y el desarrollo cientifico han aumentado en los dltimos afios en
cuanto a estructura, talento humano, leyes y politicas educativas, pese a esto,
el pais sigue en el tercer mundo cientifico. Otra gran dificultad es la adquisicién
de insumos y materiales de laboratorio, ya que no existe en Ecuador una
empresa de biotecnologia nacional que genere estos materiales y las grandes
empresas biotecnoldgicas del mundo no tiene una sede en el pais, por lo que el
precio al importar sube al doble comparado con EEUU y Europa, y el tiempo es
la dificultad méas grande ya que un reactivo se puede demorar hasta tres meses

en llegar (Guerrero, 2018).

1.3. Justificacion

Pese a que la produccién convencional de enzimas por fermentacion tiene
potencial natural y ofrece algunas ventajas, el problema radica en el tiempo, ya
que se deben optimizar las condiciones de fermentacién, composicién del
medio de cultivo, parametros fisicos y quimicos como pH, temperatura, fuente
de carbono y nitrdgeno, aireacién, cantidad de indculo, tiempo de crecimiento,

etc., lo que ademas genera gastos econémicos (Sundarram et al., 2014).

Es necesaria la implementacion de un protocolo para la produccion
biotecnolégica de alfa-amilasa recombinante en E.coli a partir de Bacillus

licheniformis en Ecuador, ya que es de gran importancia a nivel industrial al



contribuir con la investigacidon y desarrollo de la Biotecnologia en el pais. Esta
enzima es una de las mas utilizadas, con aproximadamente 30% del mercado
mundial anualmente (Monteiro de Souza & Oliveira Magalhaes, 2010). La
amilasa tiene la capacidad de degradar almidén, por lo que ha recibido mucha
atencion debido a sus beneficios econdmicos y significacion tecnologica. En las
ultimas décadas, debido a su gran demanda y uso generalizado en la industria,
la produccion de la misma, esta aumentando en muchos paises del mundo
(Gandhi et al., 2015).

El uso de microorganismos para la produccion de alfa-amilasa ha reemplazado
por completo la hidrdlisis quimica del almidén, su importancia y utilidad radican
en que es mas estable que cuando se obtiene a partir de plantas y animales
(Monteiro de Souza & Oliveira Magalhaes, 2010). Como ya se menciond, la
principal ventaja de utilizar microorganismos es la produccion masiva de la
enzima al obtener grandes cantidades de la misma debido a los vectores de
expresion existentes, lo que es rentable econdmicamente, ademas los mismos
son faciles de manipular, siendo las bacterias las mas utilizadas (Monteiro de
Souza & Oliveira Magalhaes, 2010). Este proceso novedoso de produccién
enzimatica, le otorga al producto de interés, un valor agregado, reduciendo
tiempo y costos al omitir los pasos de optimizacién de parametros fisico-
quimicos y la proteina recombinante se puede obtener totalmente pura

beneficiando a la industria, debido a la reduccion de operaciones en el proceso.

Por lo tanto, cualquier mejora en el rendimiento de la produccion de enzimas, la
termoestablidad o la actividad tendrd un impacto directo en la economia y
viabilidad del proceso (Rivera, Lopez-Munguia, Soberon, & Saab-Rincon,
2003). Es por estas razones que el presente trabajo busca contribuir con el
desarrollo de un protocolo que garantice el aumento en la produccién de esta
enzima mediante técnicas de Ingenieria Genética al conocer las limitaciones

del proceso convencional, con este trabajo experimental se contribuira a



solucionar el problema de importacién de enzimas para usos industriales en el
pais, produciendo la proteina recombinante alfa-amilasa a partir de Bacillus
licheniformis ATCC 14580 y expresandola en grandes cantidades en E.coli en

menos tiempo y con un porcentaje de pureza elevado.

1.4. Objetivos

1.4.1. Objetivo general

Producir alfa-amilasa recombinante de Bacillus licheniformis ATCC 14580 en
Escherichia coli BL21 (DE3).

1.4.2. Objetivos especificos

e Obtener un clon de Escherichia coli BL21 (DE3) productor de la enzima
recombinante alfa-amilasa amyL mediante técnicas de Ingenieria
Genética.

e Verificar la produccion y analizar la actividad enzimatica de la enzima
recombinante alfa-amilasa amyL producida a través de técnicas

cualitativas y cuantitativas.

2. Capitulo Il. Marco tedrico

2.1.Bacillus licheniformis y sus potenciales usos en biotecnologia

2.1.1. Descripcion taxonomica, morfolégica y fisiologica



Bacillus licheniformis es una bacteria gram-positiva formadora de esporas
ampliamente distribuida como un organismo saproéfito en el ambiente. Ha sido
aislada del suelo y de plantas y no se ha reportado su patogenicidad frente a
humanos y animales (Saima Aftab, 2012). Pertenece al dominio bacteria, filo
Firmicutes, clase Bacilli, orden Bacillales, familia Bacillaceae y del género
Bacillus (UniProt, 2019). Se ha demostrado que este organismo se encuentra
estrechamente relacionado con Bacillus subtilis y también con Bacillus
amiloliqguefaciens como se muestra en la Figura 1, con base a estudios
comparativos y de filogenia entre las secuencias de nucleétidos de 16S rDNA 'y
16S-23S ITS de las especies conocidas, ademas se ha demostrado similitud
entre caracteristicas bioquimicas y fenotipicas (Paul, Lall, Jadhav, & Tiwari,
2017).

75, MB6
31|' Bacilfus subblis subsp. inaquosonm
Brevibacterium habtolerans

41

8 Baciffus magjavensis

39| |~ Baciilus tequilensis

Bacillus subtilis subsp. spizizenii

Baciifus valfismortis

Baciifus subtifis subsp. subtils

Bacillus amyloliquetaciens subsp. amyloliquefaciens
Baciilus methyiotrophicus

Baciius fichenifonnis

37

4a| | Baciilus siamensis

88 67 Baciflus sonorensis

—— Bacilius vaniflea
— Bacilius aerophilis

100 l: Bacillus aerius
85 Bacilus stratosphericus

Bacilius aftituchinis

Bacillus cereus

0.005

Figura 1. Arbol filogénetico de especies de Bacillus en donde se observa
Bacillus licheniformis.
Tomado de (Paul et al., 2017).

Su tamafio es de 1,5-3 por 0,6-0,8 um de diametro y tiene una forma de baston

irregular y ligeramente curva, su desplazamiento es motil por flagelo. Las



colonias son redondas e irregulares. Fisiolégicamente, es una bacteria
facultativa anaerobia comparada con otros bacilos en nichos ecoldgicos. Crece
en medios de cultivo a pH 5.7-6.8 y con 2-7% de NaCl, pudiendo ser cultivado
en medio basal como en agar nutriente o caldo nutriente (ATCC, 2016). En las
pruebas bioquimicas, presenta resultados positivos para arginina hidrolasa,
hidrolisis de esculina, B-galactosidasa, fenilalanina desaminada, arbutina,
sacarosa, D-celobiosa, D-fructosa, reduccion de nitrato, galactosa, sorbitol, -
gentibiosa, glicerina, trehalosa, glicina, glucégeno, lactosa, D-manosa, maltosa
y ribosa; y negativos para lisina descarboxilasa, triptéfano, L-arabitol, adonitol,
L-fucosa y sorbosa (Wyrick & Rogers, 1973; Oyuntogtokh & Byambasuren,
2017; Choi et al., 2017).

2.1.2. Estructura génica

Bacillus licheniformis ATCC 14580, la cepa con la que se trabaja en este
estudio, posee un genoma que comprende un cromosoma circular de
4,222,336 pares de bases con un contenido de GC de 46,2%. Contiene 4,208
genes codificantes (CDSs) con un tamafio promedio de 873 pb para proteinas
codificantes, 7 operones de rRNA y 72 genes tRNA; ademas el cromosoma
contiene regiones largas similares al genoma de B.subtilis y B. halodurans con
un 80% de secuencias codificantes ortélogas con B.subtilis y B.licheniformis
(Rey et al., 2004).

2.1.3. Usos potenciales en biotecnologia

Bacillus licheniformis es considerada la mejor especie productora de
compuestos de interés biotecnologico extracelulares (Rey et al., 2004) y ha
sido ampliamante usada en la industria debido a este potencial. Bacillus

licheniformis ATCC 14580 posee numerosos usos industriales, siendo muy
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relevantes dentro de estos, aplicaciones como la produccién y purificacién de
sus enzimas extracelulares entre las que se incluyen mayormente proteasas y
alfa-amilasas. En este contexto, las proteasas han sido utilizadas en la
industria de los detergentes, asi como para depilar y proteger el cuero en la
industria textil; y las alfa-amilasas han sido utilizadas en la hidrdlisis del
almiddn, en la produccién de textiles y papel. Algunas cepas de esta bacteria
han sido utilizadas adicionalmente para producir antibiéticos como bacitracina y
proticina y quimicos como acido citrico, inosina, acido inosinico y acido
poliglutdmico (Shih, Van, & Chang, 2002; Choi et al., 2017).

Se ha observado que B.licheniformis puede reducir el efecto de los patégenos
fungicos en cultivos de maiz y otros vegetales; ademas, como bacteria
formadora de esporas, este organismo tiene la habilidad de sobrevivir bajo
condiciones ambientales desfavorables lo que le otorga la capacidad de ser un
potente agente de biocontrol natural (Rey et al., 2004; Pérez-Garcia, Romero,
& de Vicente, 2011).

Adicionalmente, el cromosoma de B. licheniformis ATCC 14580 codifica para
un gran numero de actividades carbohidrasas lo que permite que el organismo
crezca frente a un rango de polisacaridos, xilanasas, endo-arabinosas vy liasas,
los mismos que estan envueltos en la degradacion de hemicelulosa, ademas
alfa-amilasas y alfa-glucosidasas para la hidrolisis de almidén y quitinasas para
la ruptura de oligosacéaridos de hongos e insectos (Kirk, Borchert, & Fuglsang,
2002; Rey et al., 2004).

2.2. Enzima alfa-amilasa de Bacillus licheniformis ATCC 14580

2.2.1. Definicion y reaccion enzimatica
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La alfa-amilasa (endo-1,4-a-D-glucan-glucanohydrolase) EC 3.2.1.1 o también
llamada glicogenasa (ExPASy Bioinformatics Resource Portal, n.d.) codificada
por el gen amyL de 1539 pb, es una endo-enzima extracelular que hidroliza los

enlaces glucosidicos a 1-4 en el almidén.

La alfa-amilasa es la enzima que descompone el almidén en azlUcares mas
simples por medio de la reaccion de hidrélisis de los enlaces glicosidicos a 1-4
presentes en los polisacaridos y algunos oligosacéaridos de gran tamafio como
son el almidon y el glucégeno, como se muestra en la Figura 2, como resultado
se obtienen pequefios polimeros de azucares como la glucosa y la maltosa
(Divakaran et al.,, 2011). El almidon es un polisacarido compuesto de
subunidades de glucosa que estan unidas entre ellas a través de enlaces
glicosidicos, en su mayoria las subunidades son la amilosa y la amilopectina; la
amilosa es el compuesto lineal que forma enlaces glicosidicos a 1-4, mientras
gue la amilopectina es el polimero ramificado formado por enlaces glicosidicos
a 1-6, estos enlaces son hidrolizados por la enzima amilasa (Olempska-Beer,
2004; Pervaiz, Malik, & Rashid, 2017). El almidon esta compuesto usualmente
de 20-25% de amilosa y de 75-80% de amilopectina (Held, 2013).

La alfa-amilasa de Bacillus licheniformis (BLA) es una enzima usada en la
tecnologia del almidon, aunque es producida en bacterias no termdfilicas, se
mantiene activa por varias horas a temperaturas sobre los 90 °C siendo
naturalmente termoestable (“Enzymes for Research, Diagnostic and Industrial
Use,” n.d.; Shahhoseini et al., 2003).
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Amilosa

Amilasa H,0

Maltosa Glucosa

Figura 2. Reaccion de hidrolisis de amilosa por la enzima alfa-amilasa.
Adaptado de (Lehmann, 2001).

2.2.2. Organizacion estructural de la enzima alfa-amilasa

2.2.2.1. Estructura primaria

La enzima alfa-amilasa posee 512 amino&cidos y un peso molecular de 58,592
kDa e incluye el péptido sefial en la posicion 1 al 29 en numero de
aminodacidos. (UniProt, 2019). En la Figura 3 se muestran los porcentajes de

aminoacidos de la enzima.
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Figura 3. Porcentaje de aminoacidos importantes de la enzima alfa-amilasa

amyL.

Tomado de (ExPASYy Bioinformatics Resource Portal, 2019).

2.2.2.2. Estructura secundaria

La enzima posee 17 hélices alfa correspodientes al 32,69%, 28 laminas beta

siendo el 53,84% y 7 giros con un 13,46%, lo cuales se encuentran formando la

estructura secundaria de la proteina (UniProt, 2019).

2.2.2.3. Estructura terciaria

Esta enzima posee un dominio en la posicion 34 hasta las 420 con una longitud

de 387 aminoacidos lo que se define como una combinacion de estructuras

secundarias que se organizan para formar las estructura terciaria tal como se

observa en la Figura 4 (UniProt, 2019). La alfa-amilasa generalmente se

compone de tres dominios: un barril denominado TIM que posee los residuos

del sitio activo de la enzima y el sitio de unién a iones (DOMINIO A), una regién

de bucle largo insertada en la tercera hebra beta Baz y la hélice alfa aas del
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dominio (DOMINIO B), que contiene el sitio de unién al calcio y un dominio de
hoja beta en el extremo C-terminal al final de la secuencia (DOMINIO C)
(Pujadas & Palau, 1999; InterPro, 2019).

Los residuos importantes del sitio activo son 3, identificados como Asp231,
Glu261 y Asp328, se encuentran ubicados en el extremo C-terminal del centro

catalitico rodeado de 8 barriles (Hwang et al., 1997).

Esta enzima posee sitios de union importantes interactuando selectivamente y
no covalentemente a iones metéalicos como el calcio (Ca+), por ejemplo, unién
de calcio 3 en los residuos correspondientes a las posiciones 329, 436, 459,
calcio 2 en los residuos correspondientes a las posiciones 190, 210, 212, 231y
calcio 1 en los residuos correspondientes a las posiciones 133, 223, 229, 264.
Ademas posee dos sitios activos, el primero de nucledfilo en el residuo
correspondiente a la posicion 260 y otro de donante de protones en el residuo
correspondiente a la posicion 290 (UniProt, 2019).

Figura 4. Estructura 3D de la enzima alfa-amilasa (AOAOS1M121).
Tomado de (SWISS-MODEL, 2016).
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2.2.4. Procesamiento y maduracion de la enzima alfa-amilasa

El procesamiento de la enzima alfa-amilasa empieza en la posicion 30 hasta la
512 con una amplitud de 483 aminoacidos (UniProt, 2019) correspondientes a
la proteina madura. Esta enzima ha sido expresada en E.coli y se ha
comprobado el reconocimiento del péptido sefal por el sistema secretor de
E.coli y su produccion extracelular ha sido ampliamente estudiada (Shahhoseini
et al., 2003).

2.2.5. Parametros cinéticos

Se ha reportado que la velocidad de conversion de almidon en maltosa
producida por la enzima alfa-amilasa incrementa cuando la temperatura es 55
°C, pH 5.6, Km de 9.6 uM y en enzimas inmovilizadas es 75 °C y pH 8, Km de
5 uM (Rasiah & Rehm, 2009). Mientras que en el estudio Pervaiz, Malik, &
Rashid, (2017) la enzima alfa-amilasa demostré una actividad 6ptima entre 40 y
100 °C en un pH de 6.5. En el estudio de Al-Asady en el (2016) se reportaron
valores constantes de la cinética de la alfa amilasa con un Km y Vmax de 1,12

mg/mL y 106 U/mL respectivamente.

A pesar de que el pH del almidon nativo es de 3.2-4.5, los procesos en los que
se utiliza el almidon se trabajan a un pH alrededor de 6.5 con amilasas que
dependen funcional y estructuralmente de iones de calcio y de sodio en
algunas mutaciones en la estructura (Machius, Declerck, Huber, & Wiegand,
2003) que a pH bajos presentan inestabilidad. Por el contrario, las enzimas
alfa-amilasas termoestables son activas a pH bajos (Asoodeh, Emtenani,
Emtenani, & Jalal, 2014).

2.2.6. Usos de la enzima alfa-amilasa en biotecnologia
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La enzima alfa-amilasa ha recibido mucha atencién debido a sus beneficios
econdémicos y tecnoldgicos dentro de la industria biotecnoldgica (Tiwari, Shukla,
Mishra, & Gaur, 2014; Gandhi et al., 2015). Como ya se menciono
anteriormente, esta enzima extracelular posee diversas aplicaciones en la
industria. En la industria de los alimentos interviene en la elaboracion de
quesos, procesamiento de jugos de frutas y jarabe de maiz, fermentacion para
fabricacion de cerveza y para hornear al reducir la viscosidad de la masa
utilizada en la elaboracion de pan. En la industria de los detergentes es
aplicada como aditivo para mejorar el rendimiento de lavado al eliminar las
manchas causadas por alimentos ricos en almidon. En la industria textil para
decoloracion de telas y para eliminar el almidén presente en la cubierta de las
telas, lo que se conoce como desencolado. Ademas de intervenir en la industria
del papel, farmacedutica, quimica, analitica y médica. (Ashabil, Burhan, Hatice,
Sadik, & Omer, 2008; Abdel-Fattah, Soliman, El-Toukhy, EI-Gendi, & Ahmed,
2013; Tiwari et al., 2014; Deljou & Arezi, 2016; Paul et al., 2017; Han et al.,
2018).

2.3. Produccion de proteinas recombinantes por Ingenieria Genética

Gracias al descubrimiento de la tecnologia del ADN recombinante en los afios
70, en la actualidad es posible aislar y modificar genes, los mismos que pueden
ser insertados en diferentes sistemas de expresion para fines de produccion a
escala industrial de proteinas de interés biotecnolégico. Algunas de las
biofactorias mas ampliamente utilizadas incluyen bacterias, levaduras, hongos,
algas, células de insectos y células de mamiferos, siendo Escherichia coli uno
de los sistemas de expresidn procariético mas ampliamente utilizado en la

produccion de proteinas recombinantes (Ferreira et al., 2018).
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La predileccion por el uso de E. coli en Ingenieria Genética tiene que ver con
algunas ventajas que presenta tales como el rapido crecimiento que posee en
medios de cultivo simples y baratos, bajos costos de produccién, variedad de
herramientas disponibles para implementar este proceso, el crecimiento en
gran densidad celular y a que permite de forma general obtener altos titulos en
la produccion de proteinas heterélogas (Gifre, Aris, Bach, & Garcia-Fruitos,
2017).

2.3.1. Definiciéon

La Ingenieria Genética se define como un conjunto de metodologias que
permiten transferir material genético (ADN) heredable entre especies, de
manera que se pueda obtener productos de interés biotecnoldgico e industrial
de forma eficiente en organismos que no los producian de manera natural.
Ademas, permite la modificacion de caracteristicas genéticas, lo que permite
mejorar cualidades de un organismo (animal, vegetal o microorganismo) o
corregir defectos genéticos (Zhang et al., 2017). Un protocolo de Ingenieria
Genética, enfocado en la produccion de proteinas de interés, consiste en siete
pasos fundamentales: 1) seleccion de las células hospederas de
mantenimiento y expresion, 2) seleccion del vector de transferencia, 3)
incorporacion del fragmento que contiene el gen de interés al vector, 4)
transformacién, seleccion y andlisis de células de mantenimiento
transformadas, 5) transformacion, seleccion y analisis de células de expresion
transformadas, 6) inducciébn de la expresiéon y analisis de la proteina
recombinante, y 7) purificaciéon de la proteina recombinante de interés (Brown,
2010; Granja, 2016; Zhang et al., 2017).

2.3.2. Pasos de Ingenieria Genética para la produccion de alfa-amilasa

recombinante
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2.3.2.1. Seleccién de las células hospederas de mantenimiento y de expresion

La seleccion de la célula hospedera es un paso de gran importancia, como ya
se menciono anteriormente Escherichia coli es el organismo mas utilizado en la
tecnologia del ADN recombinante por su gran facilidad de manipulacion, por lo
que se ha convertido en el principal hospedero para clonacion (Primrose,
Twyman, & Old, 2001). Para la produccién recombinante de enzima se requiere
poseer dos tipos de hospederos de E. coli, una cepa que serad destinada
solamente a la propagacion del vector recombinante, es decir del vector que
posee insertado el ADN de interés, y una cepa en la cual expresaremos la
proteina de interés en grandes cantidades. Es reconocido como un potencial
sistema de expresion debido a sus altos niveles de expresién de proteinas,
bajo costo, condiciones de cultivo simple, facilidad de escalamiento y

protocolos de transformacion simple (Labome, 2012; S. Meyer et al., 2013).

Las células competentes E.coli Machl-T1, usadas habitualmente para la
transformacién, mantenimiento y propagacion del plasmido recombinante,
poseen un tiempo de duplicacion de 50 minutos mas rapido en comparacion
con otras cepas de clonacion, de forma que se pueden visualizar colonias 8
horas después de su cultivo en medio con el antibiético que permite la
seleccion. Esta cepa, modificada genéticamente posee el genotipo: F- ¢80
(lacZ)AM15 AlacX74 hsdR(rK-mK+) ArecA1398 endAl tonA. La mutacion
(lacZ)AM15 se usa para la seleccion visual de los clones recombinantes con la
coloracion blanca/azul, hsdR comprende una mutacion para una
transformacion eficiente de ADN no metilado proveniente de reacciones de
PCR, ArecA1398 reduce la recombinacion homéloga en el ADN clonado,
endAl es una mutacion que permite aumentar el rendimiento y la calidad del
plasmido debido a la eliminacion de la digestion no especifica por la
endonucleasa | y la mutacion tonA gue confiere resistencia a los fagos T1y T5.
Es importante recalcar que estas células no necesitan IPTG para inducir la
expresion del promotor lac, y que la seleccion de las colonias transformadas se

puede hacer mediante la coloracion blanca/azul con X-Gal en formamida en la
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superficie del medio de cultivo sélido con antibidtico, si el vector empleado
permite la alfa complementacion. Adicionalmente, la eficiencia de

transformacion de estas células es 1x10° cfu/ug ADN (Invitrogen, 2006).

Por otro lado, ya para la etapa de expresion se deben emplear cepas de E. coli
gue sean capaces de producir grandes cantidades de la proteina de interés
debido a las modificaciones genéticas que poseen enfocadas a darles esta
capacidad. Para este fin se utilizan habitualmente células competentes de E.
coli cepa BL21 (DE3) las cuales poseen un genotipo: F- ompT hsdSB (rBmB-)
gal dcm (DE3). DES indica que la cepa contiene el liségeno DE3, el mismo que,
insertado en el cromosoma de la bacteria se encarga de transportar el gen para
la ARN polimerasa T7 bajo el control del promotor denominado lacUV5, el cual
requiere de un compuesto llamado IPTG el mismo que induce la expresién de
la ARN polimerasa T7, todos estos componentes permiten una mejor
regulacion en la expresion génica (Ravishankar et al., 2015). Por otro lado, esta
cepa no contiene la proteasa Lon y la proteasa de la membrana externa
llamada OmpT, esta deficiencia de proteasas es la clave que le permite reducir
la degradacién de las proteinas heterdlogas expresadas en las cepas. Estudios
han demostrado que hay una expresion basal de la ARN polimerasa a partir del
promotor lacUV5 aun en ausencia de un inductor. La eficiencia de

transformacion de estas células es mayor que 1x10° ufc/ug (Invitrogen, 2010).

2.3.2.2 Seleccién del vector de transferencia

Un vector muy utilizado en la produccion de proteinas recombinantes es el
Champion pET SUMO, el mismo que permite clonar y expresar en grandes
cantidades genes de interés. Entre sus caracteristicas mas importantes como
se muestra en la Figura 5 se encuentra el gen de resistencia a Kanamicina

como marcador de seleccion, el bacteriogafo T7 para controlar la expresion de
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genes heterdlogos en E.coli y el origen pBR322 para la replicacion de baja

copia y mantenimiento (Labome, 2012).

Este vector incluye una proteina llamada SUMO la misma que permite la
expresion, purificacion y generacion de proteinas nativas en E. coli, pertenece
a la familia de proteinas de Smt3 de Saccharomyces cerevisiae con un tamafio
de 11 kDa. Es una ubiquitina que regula algunos procesos celulares como la
apoptosis, transporte en el nucleo y la progresion del ciclo celular, SUMO se
une covalentemente a las cadenas laterales de lisina en las proteinas celulares
diana y esta modificacién conduce a cambios en la funcion y en la actividad de
la proteina en lugar de su degradacion, su funcion es la de incrementar la
expresion de proteinas recombinantes y mejora la solubilidad de proteinas

insolubles.

Por otro lado, este vector dispone en su casete de expresion del promotor T7
inducible por IPTG, el mismo que es reconocido con alta actividad y
especificidad por la ARN polimerasa T7 y permite altos niveles de expresion del
gen de interés, por lo que la proteina, sera codificada por el liségeno de una
cepa de expresion BL21. Adicionalmente, posee una etiqueta de histidina N-
terminal (6xHis) para la deteccion de la proteina recombinante, la cual consiste
en residuos de histidina y permite utilizar un método de purificacion de la
proteina que implica el uso de estas etiquetas utilizando cromatografia de
afinidad con una resina de niquel. También posee un estrategia de clonacién
de un paso para la insercién directa de los productos de PCR en el vector, la
Taq polimerasa afade desoxiadenosinas (A) al extremo terminal 3’ del
producto de PCR y el vector lineal tiene una desotimidina (T) en el extremo 3’ lo
que permite la insercidon y ligazon eficiente del producto de PCR en el vector
(Bornhorst J.A. & J.J., 2000; Invitrogen, 2010; A Geno technology, 2015).
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7 g o ros wic s, suwo I o

Comments for pET SUMO
5643 nucleotides

T7 promoter: bases 209-225

lac operator (lacO): bases 228-252
Ribosome binding site (RBS): bases 282-288
Initiation ATG: bases 297-299

HisG epitope: bases 309-329

SUMO ORF: bases 360-653

SUMO forward priming site: bases 549-571
TA Cloning site: bases 653-654

T7 reverse priming site: bases 783-802 (C)
T7 terminator: bases 744-872

Kanamycin resistance gene: bases 1431-2246 (C)
pBR322 origin: bases 2342-3015

ROP ORF: bases 3383-3574

lac/ ORF: bases 4383-5474 (C)

(C) = complementary strand

Figura 5. Vector de expresion pET SUMO.
Tomado de (Invitrogen, 2010).

2.3.2.3 Incorporacioén del fragmento que contiene el gen de interés al vector

Para la obtencion del ADN exdgeno de interés a ser insertado en el vector, se
debe conocer en primer lugar el método de clonacién que utiliza el vector para
llevar el fragmento a ser compatible con el sitio de clonacion del mismo, en el
caso del vector pET SUMO este sitio es de tipo TA e inducible, por lo que
requiere que el gen a ser insertado posea un residuo de Adenina en cada
hidroxilo de los extremos 3’. Para esto, y una vez disefiados los cebadores
adecuados que permitan amplificar el gen de interés por medio de PCR, se

utilizard una polimerasa termoestable con actividad exonucleasa 3’-5’, para que
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esta adicion sea ejecutada, lo que permitira la adecuada insercion en el vector
(Zhou, Gomez-Sanchez, & Montgomery, 2000; Invitrogen, 2010; Carson, Miller,
& Witherow, 2012).

Una vez obtenido el amplicon con los extremos de adenina en 3’, el mismo
debe ser insertado en el vector, para esto, se realiza una reaccion de ligazén
con el uso de la ADN ligasa T4, tras lo cual se obtiene el llamado vector

recombinante (Invitrogen, 2010a).

2.3.2.4 Transformacion, seleccion y analisis de células de mantenimiento

transformadas

Una vez obtenido el vector recombinante, el siguiente paso es la
transformacién celular. El proceso de transformaciéon de E.coli fue descubierto
por Mandel y Higa en 1970, cuando encontraron que el tratamiento con CacCl,
permiti6 que las células capten ADN del bacteriéfago lambda, lo que les
concede, a cualquier cepa, ser receptores efectivos de ADN plasmidico. Este
paso es esencial es experimentos de clonacion, ya que permite que un ADN
ajeno se introduzca en una célula generalmente bacterias, por lo que se ha
descubierto que las células y el ADN plasmidico interactian en ambientes con
iones de calcio y bajas temperaturas (0-5 °C), seguido de un choque térmico
(37-45 °C) (Primrose et al., 2001; Checa Rojas, 2018).

Después de la transformacion, se procede a la seleccion de las células
transformadas en medio con el antibiético que corresponda al marcador de
seleccién de resistencia del vector, en el caso de pET SUMO se utiliza
kanamicina. De las células transformadas se deben escoger algunas para

realizar el analisis de la insercion adecuada del material genético de interés en
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el vector, para lo cual se pueden utilizar algunas técnicas tales como: la PCR
de colonia y/o una secuenciacibn completa con cebadores con sitios de

reconocimiento externos al gen de interés clonado (Alton et al., 2015).

La PCR de colonia es un método que permite determinar la presencia o
ausencia de ADN foraneo insertado en plasmidos, y a la vez es una
herramienta para la rapida y facil deteccion de un gran nimero de colonias,
permite distinguir entre colonias positivas y falsos positivos, pero no indica si el
gen insertado tiene alguna mutacion. Cada colonia puede ser sometida a lisis
en agua con calentamiento o también se puede agregar directo a la reaccion de
PCR y el paso inicial con calor va a lisar las células, este paso permite la
liberacién del ADN plasmidico, lo que permite tener una plantilla o secuencia
que sera utilizada en la amplificacion. Para esto, se usan los cebadores
disefiados para amplificar la secuencia de forma que se determina si la
colonias contiene el fragmento de interés o a su vez cebadores que flanqueen
al inserto y se encuentren dentro del vector pueden ser usados para determinar
si el inserto es o no del tamafio correcto, la presencia o ausencia de un
amplicén y el tamafio del mismo de pueden determinar mediante electroforesis

en gel de agarosa (Bergkessel & Guthrie, 2013; New England Biolabs, 2019).

A su vez, se debe realizar un analisis de restriccion usando endonucleasas,
enzimas producidas por las bacterias como un mecanismo de defensa contra
los fagos, estas actian como tijeras cortando ADN, no realizan cortes al azar
sino cortan en secuencias especificas de ADN, cualquier molécula de ADN
contiene sitios en donde las enzimas de restriccion se unen produciendo

fragmentos de tamafio definido adecuados para clonacion (Freeman, 2000).

2.3.2.5 Transformacion, seleccion y analisis de células de expresion

transformadas
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Para realizar la transformacion en la célula hospedera de expresion,
habitualmente se ejecuta el mismo procedimiento antes descrito en la seccién
2.3.2.4 pero en medio liquido, partiendo de un ADN plasmidico recombinante
de alta pureza proveniente de la célula de mantenimiento seleccionada en el
paso anterior, tras lo cual se sigue el protocolo de expresion del gen de interés
en el que el vial de células transformadas E.coli BL21 (DE3) es directamente
sembrado en medio liquido con el antibiético que otorga la seleccion de las
colonias transformadas y a partir de ese cultivo se realiza los pasos posteriores

que son mencionados a continuacion (Invitrogen, 2012).

2.3.2.6 Induccion de la expresion y analisis de la proteina recombinante

Para la induccion de la expresién de la proteina recombinante, como ya se
menciond anteriormente, se empleara el inductor IPTG (lsopropyl B-D-1-
thiogalactopiranosido). El sistema de expresion esta basado en la ARN
polimerasa del bacteriofago T7 que tiene un alto rendimiento, el IPTG actla
como el inductor del operador Olac presente en el vector pET SUMO
(Ravishankar et al., 2015). La ARN polimerasa es expresada de tal forma que
permite la transcripcién del gen clonado aguas abajo del promotor T7 dentro
del vector, por lo tanto la maquinaria celular puede traducir este ARNmM
resultando en la produccién de grandes cantidades de la proteina recombinante
(Invitrogen, 2010a). Para aumentar y maximizar la produccién de la proteina
recombinante se necesita optimizar este proceso ya que depende del tiempo
de crecimiento de las células, la absorbancia, la temperatura de crecimiento y

de la concentracion de IPTG (Bruna, 2013).

Para realizar el analisis de la produccion de la proteina recombinante, se
utilizan métodos cualitativos y cuantitativos, generales y especificos de la

proteina de interés, que seran explicados a continuacion:
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Dentro de los métodos cualitativos generales, encontramos en primer lugar a la
visualizacion y verificacién del tamafio de la proteina recombinante en gel de
poliacrilamida SDS-PAGE. La electroforesis de proteinas se basa en su
movimiento en un campo eléctrico (Bio-Rad, 2017). Cuando las proteinas son
separadas en presencia de SDS y agentes denaturantes, son disociadas por
este, el cual se une por un enlace no covalente a las proteinas otorgandoles
carga negativa y deshace su conformacion terciaria, lo que resulta en que las
mismas migren en el gel hacia el polo positivo dependiendo Unicamente de su

tamafio y a su vez permite la estimacién de su peso molecular (Oswald, 2016).

Esta técnica se realiza en una camara de electroforesis vertical con un anodo y
un catodo que contiene los electrodos. Para la visualizacion de las proteinas en
el gel se debe elegir un tipo de gel que otorgue alta resolucion, un standard de
proteinas que provea la maxima resolucibn de un rango de tamafos. La
poliacrilamida es estable, inerte quimicamente y neutral eléctricamente, estas
caracteristicas hacen que la poliacrilamida sea ideal para separar proteinas ya
que la matriz no interactia con los solutos, el gel es preparado con la
polimerizacion libre de radicales de la acrilamida y el entre cruzamiento de la
bisacrilamida, se da cuando se afiade persulfato de amonio (APS) con el
tetrametiletilenediamina (TEMED) también depende de la temperatura y de la
pureza de los reactivos (BIORAD, n.d.).

El gel discontinuo es en donde dos iones que se diferencian en la movilidad
electroforética forman un limite cuando se aplica un voltaje, de manera que las
proteinas tienen una movilidad intermedia lo que las hace colocarse o
concentrarse en una misma zona del gel al comienzo de la electroforesis,
seguido del movimiento a traves del gel que hace que las proteinas de
diferentes pesos moleculares se muevan a diferentes velocidades, esto ocurre
ya gue el voltaje se mantiene constante a lo largo de la separacién y la

corriente y el calor disminuyen a medida que aumenta la resistencia, esto
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permite que las proteinas tengan mas tiempo de difundirse, este voltaje
constante es independiente del numero de geles que se ejecuten (BIORAD,
n.d.).

El dltimo paso es el protocolo de tincibn que consiste en tres pasos: el primero
es la fijacion de proteinas que usualmente se realiza en metanol o etanol,
seguido de la exposicion a una solucion colorante y por ultimo el lavado para
remover el exceso de colorante lo que se conoce como destincion, la tincion se
realiza con colorante anionico de proteinas llamado azul brillante de
Coomassie, para documentar las proteinas tefildas o bandas visibles se utiliza
el fotodocumentador y un software para su analisis (Oswald, 2016; Bio-Rad,
2017).

Por otra parte, un segundo método cualitativo que permite de forma especifica
detectar la presencia de amilasas es el ensayo microbioldgico de hidrdlisis de
almidon. El principio de esta prueba se basa en que el almiddén es un
polisacarido formado de subunidades de a-D-glucosa, amilosa y amilopectina,
estas dos subunidades se encuentran unidas por enlaces 1,4-a-glicosidicos.
Los organismos que producen y secretan la enzima extracelular alfa-amilasa
son capaces de hidrolizar el almidén cuando rompen los enlaces glicosidicos
entre las subunidades de azucar, por lo que, cuando crecen en este medio de
cultivo, hidrolizan el almidén presente y las subunidades del azucar del almidén
se solubilizan en el medio. El agar almidén esta compuesto por extracto de
carne o levadura, almidon soluble y agar y el yodo reactivo se usa para
detectar la presencia o ausencia de almidon cerca del crecimiento de las
bacterias, el yodo reacciona con el almidon y produce un color azul o marrén
oscuro, de esta manera, la hidrolisis de almidon por parte de los
microorganismos se observard& como una zona clara rodeando el cultivo
(MacFaddin, 2000).
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Finalmente, existe un método cuantitativo especifico que permite conocer la
actividad enzimética y actividad enzimatica especifica de las enzimas amilasa
mediante la hidrolisis de un sustrato comercial llamado &cido 3,5-
dinitrosalisilico (DNS) (Miller, 1959). Las moléculas de polisacaridos del
almidon poseen un terminal reductor capaz de reducir el acido dinitrosalisilico,
por lo tanto, la medicion de azucares reductores es un método usado para
determinar la concentracion molar de las moléculas de almidon en una solucion
(Bezerra et al., 2006) A partir de la formacion de maltosa , esta reduce el acido
alcalino del DNS de color amarillo a color rojo-anaranjado, en donde la
intensidad de color es proporcional a la concentracion de maltosa presenta en
la muestra analizada, la intensidad del color es medida por espectrofotometria
a una absorbancia de 540 nm debido a que en esa region se mide la absorcion
del color naranja-rojo (El-Fallal, Abou Dobara, El-Sayed, & Omar, 2012). Con
calor y azucares reductores, el grupo 3-nitro (NO;) del DNS es reducido al
grupo amino (NH,), el color del reactivo cambia de amarillo a naranja y a rojo
dependiendo de la concentracion de azucares reductores presentes (Miller,

1959; National Centre for Biotechnology Education, 2016).

2.3.2.7 Purificacion de la proteina recombinante de interés

Una vez comprobada la presencia e integridad de la proteina recombinante, el
altimo paso para su obtenciéon es la purificacion de la proteina de interés se
realiza por Cromatografia de afinidad a un metal inmovilizado en columnas de
Niquel como ProBond ™ o Ni-NTA, estas columnas contienen internamente
resinas de agarosa cargadas de niquel, pueden ser usadas para purificacion de
proteinas de fusién que contienen la etiqueta 6xHis, ya que el niquel tiene una
afinidad micromolar a la Histidina presente en la etiqueta, estas proteinas se
uniran a la resina y luego seran eluidas con un buffer de pH bajo, imidazole
(Invitrogen, 2010; A Geno technology, 2015).
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Para la produccion de la proteina nativa se utiliza la proteasa SUMO, que como
ya se menciond, se encuentra en el vector pET SUMO y especificamente
posee un sitio de corte para proteasas, esta permite la eliminacion de la
proteina de fusion en el extremo amino de la proteina post-purificacion

mediante el corte que produce en SUMO (Invitrogen, 2010a).

3. Capitulo Ill. Metodologia

3.1. Obtencién de ADN gendmico de Bacillus licheniformis ATCC 14580

3.1.1. Cultivo

Esta seccion se muestra en el Anexo 1, ya que esta informacion sera utilizada

para publicacion, por lo que se mantiene como Anexo confidencial.

3.1.2. Extraccién de ADN gendmico de Bacillus licheniformis ATCC 14580

Se extrajo ADN gendmico de Bacillus licheniformis ATCC 14580 con el fin de
utilizar este material genético como templado para amplificar el gen amyL. Se
utilizé el kit de Invitrogen PureLink ™ Genomic DNA Mini Kit para bacterias
gram positivas (Invitrogen, 2013). EI ADN fue almacendo a -80 °C.

3.1.3. Visualizacion del ADN genomico de Bacillus licheniformis ATCC 14580

Con el fin de verificar la integridad del ADN extraido, se visualizé el ADN

mediante electroforesis en gel de Agarosa en la camara de electroforesis Gel-
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XL Enduro — Labnet. Posteriormente, el gel se corrid6 y se visualiz6 en el
fotodocumentador Gel Doc ™ XR Gel documentation system (BIO-RAD, USA).

3.1.4. Cuantificacion del ADN gendémico de Bacillus licheniformis ATCC 14580

Con el fin de conocer la concentracion del ADN extraido y los ratios A260/280 y
A260/230, se cuantificdé por Nanodrop 2000 UV-VIS spectrophotomoter. Los
ratios considerados como adecuados para A260/280 fue de 1.8 y para
A260/230 fue entre 2y 2.2 (Leninger, 1975).

3.2. Obtencion del gen amyL de la enzima alfa-amilasa de Bacillus

licheniformis ATCC 14580 para clonacion

3.2.1. Disefio y andlisis de cebadores del gen amyL de Bacillus licheniformis
ATCC 14580

Para amplificar la secuencia de interés, se disefiaron los cebadores especificos
para el gen codificante de la enzima alfa-amilasa de Bacillus licheniformis
ATCC 14580, amyL. Esta seccién se muestra en el Anexo 4, ya que esta
informacion serd utilizada para publicacion, por lo que se mantiene como

Anexo confidencial.

3.2.2. Optimizacion de la PCR con Tag Polimerasa Recombinante para
amplificar el gen amyL de la enzima alfa-amilasa de Bacillus licheniformis
ATCC 14580

3.2.2.1. Resuspensioén de cebadores
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Esta seccion se muestra en el Anexo 5, ya que esta informacién sera utilizada

para publicacion, por lo que se mantiene como Anexo confidencial.

3.2.2.2. Estandarizacion de temperatura de hibridacion

Esta seccion se muestra en el Anexo 6, ya que esta informacion sera utilizada

para publicacion, por lo que se mantiene como Anexo confidencial.

3.2.2.3. Estandarizacion de adyuvantes

Con el fin de mejorar la eficiencia de la reaccibn de PCR se evaluaron los
siguientes adyuvantes: glicerol, DMSO y BSA. Esta seccion se muestra en el
Anexo 7, ya que esta informacién sera utilizada para publicacién, por lo que se

mantiene como Anexo confidencial.

3.2.3. Generacion de ADN de interés a ser insertado en el vector pET SUMO

3.2.3.1. Amplificacién del gen amyL de Bacillus licheniformis ATCC 14580 con
la PCR optimizada

Esta seccion se muestra en el Anexo 8, ya que esta informacion sera utilizada

para publicacion, por lo que se mantiene como Anexo confidencial.

3.2.3.2. Purificacion del producto de PCR del gen amyL de Bacillus
licheniformis ATCC 14580

El producto de PCR fue purificado con el fin de mejorar la calidad del mismo

para la clonacién, se realizd con el kit de Invitrogen “PureLink Quick gel
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Extraction and PCR Purification combo kit” (Invitrogen, 2011). Se almaceno el
tubo a 4 °C.

3.2.3.3. Cuantificacion del producto de PCR del gen amyL de Bacillus
licheniformis ATCC 14580

Para conocer la concentracion del producto de PCR purificado, se cuantificd
por Qubit 2.0 con el kit dsSDNA HS Assay kit (Invitrogen, 2015), para esto se
preparoé la solucion de trabajo en proporcién 1:200. Para esto, se afiadio 1 uL
de fluoréforo y 199 uL de buffer, luego se coloco 1 uL de la muestra con 199 L
de solucion de trabajo en un tubo Qubit de 0,6 mL. Posteriormente, se incubo el
tubo por dos minutos a temperatura ambiente y finalmente se cuantific6 por

triplicado en el Qubit, los productos fueron almacenados a 4 °C.

3.3. Union de ADN de interés al vector pET SUMO

3.3.1. Ligazon in silico del ADN de interés al vector pET SUMO

Esta seccion se muestra en el Anexo 9, ya que esta informacién sera utilizada

para publicacion, por lo que se mantiene como Anexo confidencial.

3.3.2. Ligazon in vitro del ADN de interés al vector pET SUMO

Con el fin de insertar la secuencia del gen amyL en el vector pET SUMO, se
realizé la ligazon in vitro del ADN de interés en el vector. En primer lugar, se
determiné la cantidad de producto de PCR a ser insertado en el vector con la

siguiente formula:
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Vector pET SUMO (ng) * tamaiio del inserto (Kb)
tamafio del vector (Kb) * radio molar (vector: inserto)

Inserto (ng) =

La cantidad de vector (ng) fue calculada con el volumen (uL) a afiadir en la
mezcla de ligazoén tal como se describe en el manual “Champion pET SUMO
protein expression system” (Invitrogen, 2010) Finalmente, se ensambl6 la
mezcla de ligazon, en un volumen final de 10 uL. La mezcla de ligazén se
realiz6 en un tubo de 0,2 mL y se homogeneizé por vortex. Finalmente, se

almacenoé a -20 °C overnight.

3.4. Transformacion en células de mantenimiento y seleccion de células
transformadas E.coli Mach1lT1l con el vector control pUC 19 y el vector

recombinante pET SUMO-amyL

3.4.1. Transformacion y seleccién de células transformadas E.coli MachlT1

con el vector control pUC 19

Con el fin de comprobar la eficiencia de las células competentes E.coli
Machl1T1, se siguid el protocolo del manual “Champion pET SUMO protein
expression system” (Invitrogen, 2010) para realizar la transformacion de las
células de mantenimiento Machl1T1 con el vector control pUC19. En primer
lugar, se descongelaron los viales de células E.coli MachlT1l en hielo, se usé
un vial para cada transformacion. Se afiadieron 10 ng del vector, es decir 1 pL
directamente al vial y se homogeneizaron, se incubaron los viales en hielo y a
4°C por 30 minutos. Posteriormente, se realizé el choque térmico a 42 °C por
30 segundos y se colocaron los viales en hielo, se afiadieron 250 uL de medio
S.0.C y se incubaron los viales a 37°C con 225 rpm de agitacién por una hora.
Adicionalmente, se prepararon las cajas de medio estéril LB Agar (32 g/L)
enriquecido con NaCl y Kanamicina y finalmente se sembraron 100 uL del vial

transformado en el medio. Se incubaron los platos a 37 °C por 18 horas,
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transcurridas las 18 horas, se retiraron los platos de la incubadora y se
contaron las colonias aisladas, los platos fueron almacenados a 4 °C. La
eficiencia de transformacion se calculd mediante la féormula descrita en la

seccién 3.4.3.

3.4.2. Transformaciéon y seleccion de células transformadas E.coli MachlT1l

con el vector recombinante pET SUMO-amyL

Para introducir el vector recombinante en las células de mantenimiento E.coli
Machl1T1, se siguiod el protocolo del manual “Champion pET SUMO protein
expression system” (Invitrogen, 2010) para realizar la transformacion en las
células de mantenimiento Mach1T1 con la mezcla de ligazén que contenia el
vector recombinante pET SUMO-amyL. Se sigui6 el protocolo de

transformacioén descrito en la seccion 3.4.1.

3.4.3. Eficiencia de transformacion de células transformadas E.coli Machl1T1

con el vector control pUC 19 y el vector recombinante pET SUMO-amyL

La eficiencia de transformacién se calcul6 mediante la siguiente férmula

(Invitrogen, 2010a):

# de colonias 10° pg V total de transformacién UFC
* * *

10 pg ug X uL plaqueados - ug de ADN plamidico

Para el caso de las células transformadas E.coli Mach1T1 con el vector control
pUC 19 la eficiencia de transformacion se calculé con el fin de verificar la
competencia de las células y para las células transformadas E.coli MachlT1
con el vector recombinante pET SUMO-amyL se calcul6é con el fin de conocer
cuantas unidades formadoras de colonia (UFC) son producidas por cada pg de

ADN plasmidico utilizado para esta transformacion.
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3.5. Analisis a nivel de ADN de las células transformadas E.coli Mach1T1
con el vector recombinante pET SUMO-amyL

3.5.1. PCR de colonia con cebadores internos de las células transformadas con

el vector recombinante pET SUMO-amyL

Con el fin de verificar la integridad del vector recombinante pET SUMO-amyL,
se realizo el analisis a nivel de ADN de las células transformadas, en este caso
la PCR de colonia. Esta seccion se muestra en el Anexo 10, ya que esta
informacion sera utilizada para publicacién, por lo que se mantiene como

Anexo confidencial.

3.5.2. Andlisis de restriccién in silico e in vitro de colonias transformadas con el

vector recombinante pET SUMO-amyL

3.5.2.1. Subcultivo de colonias transformadas con el vector recombinante pET
SUMO-amyL

La otra mitad de las colonias se inocul6 en medio liquido estéril de LB caldo (20
g/L) enriquecido con NaCl y Kanamicina. Posteriormente, los tubos fueron

incubados a 37 °C por 18 horas con agitacion.

3.5.2.2. Extraccion, visualizacién y cuantificacion de ADN plasmidico de las

colonias transformadas con el vector recombinante pET SUMO-amyL

Con el fin de continuar con el andlisis a nivel de ADN de las colonias
transformadas y tener un material genético de partida como el vector

recombinante pET SUMO-amyL, se extrajo ADN plasmidico de las colonias que



35

mediante PCR amplificaron positivamente con el kit PureLink HQ Mini plasmid

Purification kit (Invitrogen, 2012) y se almacen¢ a -80 °C.

Se visualizé el ADN plasmidico extraido con el protocolo descrito en la seccion
3.1.3. Para conocer la concentracion del ADN plasmidico extraido, se cuantifico
por Qubit 2.0 con el kit dAsSDNA HS Assay kit (Invitrogen, 2015), con el protocolo
descrito en la seccion 3.2.3.3.

3.5.2.3. Andlisis de restriccion in silico de colonias transformadas con el vector
recombinante pET SUMO-amyL

Se realizd el analisis de restriccion in silico del vector recombinante pET
SUMO-amyL. Esta seccion se muestra en el Anexo 11, ya que esta informacién
sera utilizada para publicacién, por lo que se mantiene como Anexo

confidencial.

3.5.2.4. Analisis de restricciéon in vitro de colonias transformadas con el vector

recombinante pET SUMO-amyL

Con el fin de comprobar la integridad del vector recombinante pET SUMO-
amyL, se analizaron las colonias transformadas que amplificaron por PCR
mediante el analisis de restriccion con el ADN plasmidico extraido. Esta
seccién se muestra en el Anexo 11, ya que esta informacién sera utilizada para

publicacién, por lo que se mantiene como Anexo confidencial.

3.6. Preservacion de las células transformadas E.coli Mach1T1l con el

vector control pUC19 y el vector recombinante pET SUMO-amyL

Una vez escogido el clon con el ADN insertado en el sentido correcto se

procedié a preservar el material genético de las células Machl1T1 con el vector
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recombinante pET SUMO-amyL, se preservaron las colonias transformadas. Se
sigui6 el protocolo del manual de Invitrogen (Invitrogen, 2010) para
almacenamiento a largo plazo. Una vez analizadas y escogidas las colonias, se
realiz6 un aislamiento de las mismas en placas de LB Agar (32 g/L) con
Kanamicina. Como siguiente paso, se incubaron las placas a 37 °C por 18
horas. Posteriormente, se tomo6 una colonia aislada y se inoculé en LB caldo
(20 g/L) con Kanamicina y se incubd el tubo a 37 °C hasta que el cultivo esté
en la fase estacionaria. Previamente, se afiadieron 150 uL de glicerol ultrapuro
en crioviales o microtubos de 1,5 mL estériles y se autoclavaron a 121 °C por
15 minutos. Finalmente, al criovial se afiadieron 850 puL del cultivo a
preservarse en condiciones estériles, se mezclé por inversion hasta asegurarse
que el glicerol se homogeneiz6 con el cultivo e inmmediatamente se

almacenaron los tubos a -80 °C.

3.7. Transformacion en células de expresion y seleccion de células
transformadas E.coli BL21 (DE3) con el vector control pET SUMO/CAT vy el

vector recombinante pET SUMO-amyL

3.7.1. Transformacioén y seleccion de células transformadas E.coli BL21 (DES3)
con el vector control pET SUMO/CAT

Con el fin de comprobar la eficiencia de las células competentes E.coli BL21
(DE3), se realizé la transformacion de las células con el vector control pET
SUMO/CAT. Se sigui6 el protocolo descrito en la seccion 3.7.2 pero se afadid
1 ng del vector, es decir, 1 uL directamente al vial de células competentes.
Finalmente se sembraron 100 uL del vial en LB Agar (32 g/L) enriquecido con
NaCl y Kanamicina. La eficiencia de transformacién se calculd con la formula

descrita en la seccién 3.4.3.
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3.7.2. Transformacion y seleccion de células transformadas E.coli BL21 (DE3)

con el vector recombinante pET SUMO-amyL

Para expresar la proteina recombinante alfa-amilasa en las células de
expresion E.coli BL21 (DE3), se sigui6 el protocolo del manual “Champion pET
SUMO protein expression system” (Invitrogen, 2010). Esta seccion se muestra
en el Anexo 12, ya que esta informacion sera utilizada para publicacién, por lo

gue se mantiene como Anexo confidencial.

3.8. Andlisis cualitativo de la presencia de la enzima alfa-amilasa en
células transformadas E.coli BL21 (DE3) con el vector recombinante pET
SUMO-amyL, con el vector control pET SUMO/CAT sin inducir y de las
células sin transformar E.coli BL21 (DE3)

Esta seccidn se muestra en el Anexo 13, ya que esta informacion sera utilizada

para publicacion, por lo que se mantiene como Anexo confidencial.

3.9. Induccién con IPTG a las células transformadas E.coli BL21 (DE3) con
el vector control pET SUMO/CAT y con el vector recombinante pET
SUMO-amyL

3.9.1. Induccion con IPTG a las células transformadas E.coli BL21 (DE3) con el
vector control pET SUMO/CAT

Con el fin de comprobar el protocolo del ensayo de induccion con IPTG, se
realizd la induccién de la expresion de la proteina control CAT, se siguio el
protocolo del manual “Champion pET SUMO protein expression system”
(Invitrogen, 2010). En primer lugar, se inocularon las células E.coli BL21 (DE3)
pET SUMO/CAT un tubo de medio estéril LB caldo (20 g/L) mas NaCl y

Kanamicina. Se incubd a 37 °C hasta que la absorbancia a 600 nm del cultivo
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fue de 0.4 a 0.6, en este momento, se afiadi6 1 mM de IPTG directo al cultivo.
Se tomaron 1,5 mL de medio de cultivo cada hora y se midi6 la absorbancia a
600 nm. En cada punto, se tomaron 500 uL del cultivo en las cubetas para el
espectrofotometro y se afadieron 500 puL de medio estéril para finalmente
medir 1 mL en el espectrofotometro Thermo Scientific Evolution 201 a 600 nm.
Adicionalmente, se centrifugd 1 mL de cultivo a maxima velocidad por 1 minuto,
se tomo el sobrenadante y se transfirié a un nuevo microtubo. En este volumen,
se cuantificaron las proteinas totales por el método de Bradford, se realizé la
medicién de actividad enzimatica y el resto de medio extracelular fue

almacenado a -80 °C para su posterior analisis.

3.9.2. Induccion con IPTG a las células transformadas E.coli BL21 (DE3) con el
vector recombinante pET SUMO-amyL

Esta seccidn se muestra en el Anexo 14, ya que esta informacion sera utilizada

para publicacion, por lo que se mantiene como Anexo confidencial.

3.10. Curvas de crecimiento de las células transformadas E.coli BL21
(DE3) con el vector recombinante pET SUMO-amyL inducidas con el
tratamiento 1y 2, sin inducir y células E.coli BL21 (DE3) sin transformar

Esta seccidn se muestra en el Anexo 15, ya que esta informacion serd utilizada

para publicacion, por lo que se mantiene como Anexo confidencial.

3.11. Anadlisis a nivel de proteinas de las células transformadas con el gen

amyL sin inducir e inducidos

3.11.1. Precipitacion con sulfato de amonio de la proteina recombinante alfa-

amilasa
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Esta seccién se muestra en el Anexo 16, ya que esta informacién sera utilizada

para publicacion, por lo que se mantiene como Anexo confidencial.

3.11.2. Visualizacion mediante SDS-PAGE de los medios extracelulares
precipitados con sulfato de amonio de las células E.coli BL21 (DE3) con vector
control pET SUMOJ/CAT, vector recombinante pET SUMO-amyL y de las
células sin transformar E.coli BL21 (DE3)

Esta seccidn se muestra en el Anexo 17, ya que esta informacion sera utilizada

para publicacion, por lo que se mantiene como Anexo confidencial.

3.11.3. Andlisis cuantitativo de los medios extracelulares precipitados con
sulfato de amonio de las células transformadas E.coli BL21 (DE3) con el vector
recombinante pET SUMO-amyL inducidas y sin inducir y células sin transformar
E.coli BL21 (DES3)

3.11.3.1. Determinacion de concentracion de proteinas totales

Con el fin de conocer la concentracion de proteinas totales presentes en los
medios extracelulares sin precipitar y precipitados con sulfato de amonio, se
realiz6 la cuantificacion de proteinas totales por el método de Bradford
(Bradford, 1976), para lo cual, el reactivo de Bradford se prepard disolviendo
200 mg de azul brillante de Comassie G-250 en 50 mL de etanol 96%, a esta
solucién se afadieron 100 mL de acido fosférico y se aforo a 1L. Finalmente,
se almacend a 4 °C protegido de la luz. Se realiz6 la curva de calibrado con
Albumina de suero bovino. Las muestras de proteinas (medios extracelulares)
se cuantificaron por este método a 595 nm. Esta seccién se muestra en el
Anexo 18, ya que esta informacion serd utilizada para publicacién, por lo que

se mantiene como Anexo confidencial.

3.11.3.2. Determinacion de actividad enziméatica
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Con el fin de comprobar la expresion de la proteina recombinante alfa-amilasa,
se realizé la medicion de actividad enzimética por el método de medicién de
azucares reductores por DNS. Esta seccion se muestra en el Anexo 19, ya que
esta informacion sera utilizada para publicacion, por lo que se mantiene como

Anexo confidencial.

3.11.3.3. Determinacion de actividad especifica

Para la determinacion de actividad especifica se obtuvieron los valores de
actividad enzimética y los valores de concentracién de proteinas de cada hora,
estos resultados se realizaron dividiendo los valores de actividad enzimatica

para la concentracion de proteinas totales.

4. Capitulo IV. Resultados y discusion

4.1. Obtencion de ADN gendmico de Bacillus licheniformis ATCC 14580

4.1.1. Extraccion, visualizacion y cuantificacion de ADN gendémico de Bacillus
licheniformis ATCC 14580

El resultado de la extraccion de ADN de la cepa Bacillus licheniformis ATCC
14580 usado como control positivo en la estandarizacion de la PCR en esta
investigacion, se puede visualizar en la Figura 6. En cuanto a la pureza, esta
seccion se muestra en el Anexo 20, ya que esta informacion sera utilizada para

publicacion, por lo que se mantiene como Anexo confidencial.
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Figura 6. Visualizacion de ADN genomico de Bacillus licheniformis ATCC

14580 mediante electroforesis en gel de Agarosa
a) Marcador de peso

b) ADN extraido sin dilucion

¢) ADN diluido

4.2. Obtencién del gen amyL de la enzima alfa-amilasa de Bacillus

licheniformis ATCC 14580 para clonacion

4.2.1. Disefio y analisis de cebadores del gen amyL de Bacillus licheniformis
ATCC 14580

Los resultados para el disefio de cebadores que amplificaron el gen amyL de
Bacillus licheniformis ATCC 14580 codificante para la enzima alfa-amilasa se
muestran en el Anexo 21, ya que esta informacion sera utilizada para

publicacién, por lo que se mantiene como Anexo confidencial.
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4.2.2. Optimizacion de la PCR con Tag Polimerasa Recombinante para
amplificar el gen amyL de la enzima alfa-amilasa de Bacillus licheniformis
ATCC 14580

Las condiciones de reaccion y amplificacion estandarizadas se muestran en el
Anexo 22, ya que esta informacion sera utilizada para publicacion, por lo que

se mantiene como Anexo confidencial.

4.2.3. Generacion de ADN de interés a ser insertado en el vector pET SUMO

El producto de PCR de la amplificacion del gen amyL de Bacillus licheniformis
ATCC 14580 para ser insertado en el vector pET SUMO se puede observar en
el Anexo 23, ya que esta informacién sera utilizada para publicacion, por lo que

se mantiene como Anexo confidencial.

4.3. Union de ADN de interés al vector pET SUMO

Como resultado de la clonacion y expresion in silico del gen amyL en el vector
pPET SUMO se muestra en el Anexo 24, ya que esta informacién sera utilizada

para publicacion, por lo que se mantiene como Anexo confidencial.

4.4. Transformacion en células de mantenimiento y seleccion de células
transformadas E.coli Machl1T1 con el vector control pUC19 y el vector

recombinante pET SUMO-amyL

Como resultado de la transformacion de las células E.coli MachlT1l con el
vector control pUC19, se obtuvieron 93 colonias de color azul como se muestra
en la Figura 7. Este fenotipo concuerda con lo esperado ya que existio la
hidrolisis de X-Gal por la B-galactosidasa debido a la adecuada transcripcion y

traduccion del gen lacZa por parte del vector pucl9 usado para la
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transformacion, verificando asi la alfa complementacién que ocurrié en este

hospedero tal y como lo describe Invitrogen en el (2006).

La eficiencia de transformacion calculada para esta transformacion control fue
un valor que se encuentra por debajo de lo descrito por el fabricante, el mismo
que reporta una eficiencia de transformacién con el control positivo que puede
ser mayor o igual 1 x 10° UFC/ug (Invitrogen, 2010a). Esta diferencia pudo
deberse a una inadecuada manipulacion de las células en cuanto a su
temperatura de transporte y mantenimiento, ya que se conoce que se debe ser
extremadamente cuidadoso con estas, ya que suelen resultar muy sensibles a
cambios de temperatura. Adicionalmente, durante la manipulacion pudo existir
lisis celular durante el pipeteo, o problemas en la homogenizacion de los viales,
lo cual pudo desencadenar en que el ADN foraneo no haya entrado
adecuadamente a las células a través de su membrana, lo que reduce la

eficiencia de transformacién (Invitrogen, 2006).

=

Figura 7. Transformacion de las células E.coli Mach1T1 con el vector control
pUC19.
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Por otra parte, como resultado de la transformacion de las células E.coli
Machl1T1 con el gen amyL de la enzima alfa-amilasa de Bacillus licheniformis
ATCC 14580, se muestra en el Anexo 25, ya que esta informacion sera

utilizada para publicacion, por lo que se mantiene como Anexo confidencial.

4.5. Analisis a nivel de ADN de las células transformadas E.coli Machl1T1
con el vector recombinante pET SUMO-amyL

4.5.1. PCR de colonia con cebadores internos de las células transformadas con

el vector recombinante pET SUMO-amyL

Esta seccion, se muestra en el Anexo 26, ya que esta informacion sera

utilizada para publicacion, por lo que se mantiene como Anexo confidencial.

4.5.2. Andlisis de restriccion in silico e in vitro de colonias transformadas con el

vector recombinante pET SUMO-amyL

4.5.2.1. Extraccion, visualizacion y cuantificacion de ADN plasmidico de las

colonias transformadas con el vector recombinante pET SUMO-amyL

En la Figura 8, se muestra el resultado de la extraccion de ADN plasmidico de
cada colonia por triplicado. Se observa un ADN plasmidico sin contaminacién
con ADN genomico, diferenciandose claramente 3 bandas visibles de diferente
tamafio correspondientes a las formas circular, superenrrollada y lineal de ADN
plasmidico, desde arriba hacia abajo, respectivamente (Surzycki, 2000). Estos
resultados fueron adecuados ya que al aislar ADN plasmidico se pueden
obtener hasta 4 formas visibles en un gel de electroforesis segun la velocidad
de migracién (Lodish, Berk, & Zipursky, 2000; Andreou, 2013). La forma que se

obtuvo en gran cantidad corresponde a la superenrrollada la cual fue adecuada
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para la transformacion realizada en las células de expresion debido a la
integridad de la misma (Stadler, Lemmens, & Nyhammar, 2004).

La cuantificacion del ADN plasmidico extraido de las diferentes colonias se
muestra en la Tabla 1, los valores de concentracion para las colonias 3,4y 7
en pg/uL fueron de 0,01642; 0,01296 y 0,0145 respectivamente; la diferencia
de concentracion del ADN plasmidico entre las colonias se pudo deber, como
ya se menciond anteriormente, a que la cantidad inicial de inéculo en el cultivo
fue distinta; por esta razén, visualmente se encuentra diferencias entre las
colonias. Estos valores estan dentro de los esperados por el fabricante del kit
de extraccion que permite el aislamiento de ADN de alta calidad adecuado para
ser utilizado en restriccibn enzimatica, secuenciacion, PCR y transformacion

bacteriana (Invitrogen, 2012).

u—vw\'t\-v\vd
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Figura 8. ADN plasmidico de las colonias transformadas con el gen amyL
a) Marcador de peso molecular de 1 Kb (Invitrogen)

b) colonia 3

c) colonia 3

d) colonia 3

e) colonia 4
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f) colonia 4
g) colonia 4
h) colonia 7
i) colonia 7

j) colonia 7

Tabla 1.
Cuantificacién de ADN plasmidico de colonias transformadas con el gen amyL

Numero de Concentracion
colonia (ng/plL)
3 0,01642
4 0,01296
7 0,0145

4.5.2.2. Andlisis de restriccion in silico e in vitro de colonias transformadas con

el vector recombinante pET SUMO-amyL

Esta seccion, se muestra en el Anexo 27, ya que esta informacion sera

utilizada para publicacion, por lo que se mantiene como Anexo confidencial.

4.6. Transformacion en células de expresién y seleccion de células
transformadas E.coli BL21 (DE3) con el vector control pET SUMO/CAT vy el

vector recombinante pET SUMO-amyL

4.6.1. Transformacion y seleccion de células transformadas E.coli BL21 (DE3)
con el vector control pET SUMO/CAT

En la Figura 9 se muestran las colonias transformadas de E.coli BL21 con el

vector control pET SUMO/CAT, como se puede visualizar de un vial de
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transformacion se obtuvieron 30 colonias, valor que corresponde a una
eficiencia de transformacién de 9 x 10° UFC/ug. A su vez, el valor descrito por
el fabricante para estas células es de 1 x 10® UFC/ug por lo que el valor
obtenido en este estudio es menor al esperado, esta diferencia como ya se
menciond anteriormente, pudo deberse a una inadecuada manipulacion de las
células en cuanto a su temperatura de transporte y mantenimiento, ya que se
conoce que se debe ser extremadamente cuidadoso con estas células que son

sensibles a cambios de temperatura (Invitrogen, 2010b).

Figura 9. Células transformadas E.coli BL21 (DE3) con el vector control pET

SUMO/CAT en donde se visualizan 30 colonias.

4.6.2. Transformacion y seleccion de células transformadas E.coli BL21 (DE3)

con el vector recombinante pET SUMO-amyL

Esta seccion, se muestra en el Anexo 28, ya que esta informacion sera
utilizada para publicacion, por lo que se mantiene como Anexo confidencial.

4.7. Andlisis cualitativo de la presencia de la enzima alfa-amilasa en
células transformadas E.coli BL21 (DE3) con el vector recombinante pET
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SUMO-amyL, con el vector control pET SUMO/CAT sin inducir y de las

células sin transformar E.coli BL21 (DE3)

Esta seccion, se muestra en el Anexo 29, ya que esta informacion sera

utilizada para publicacion, por lo que se mantiene como Anexo confidencial.

4.8. Curvas de crecimiento de las células transformadas E.coli BL21 (DE3)
con el vector recombinante pET SUMO-amyL inducidas con el tratamiento
1y 2, sininducir y células E.coli BL21 (DE3) sin transformar

Las curvas de calibrado de E.coli sin transformar BL21 (DE3) y E.coli BL21
(DE3) transformadas con el vector recombinante pET SUMO amyL vy las
ecuaciones que permitieron construir las curvas de crecimiento de las células
transformadas E.coli BL21 (DE3) con el vector pET SUMO-amyL se muestran
en el Anexo 30, ya que esta informacion sera utilizada para publicacion, por lo

gue se mantiene como Anexo confidencial.

4.9. Andlisis a nivel de proteinas de las células transformadas con el gen

amyL sin inducir e inducidos

4.9.1. Visualizacion mediante SDS-PAGE de los medios extracelulares
precipitados con sulfato de amonio de las células E.coli BL21 (DE3) con vector
control pET SUMO/CAT, vector recombinante pET SUMO-amyL y de las

células sin transformar E.coli BL21 (DE3)

Los resultados de la visualizacion por SDS-PAGE de los medios extracelulares
precipitados con sulfato de amonio de las células E.coli BL21 (DE3) con vector
control pET SUMO/CAT se muestran en el Anexo 31, ya que esta informacion
sera utilizada para publicacién, por lo que se mantiene como Anexo

confidencial.
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4.9.2. Analisis cuantitativo de los medios extracelulares precipitados con sulfato
de amonio de las células transformadas E.coli BL21 (DE3) con el vector
recombinante pET SUMO-amyL inducidas y sin inducir y células sin transformar
E.coli BL21 (DE3)

4.2.9.1. Determinacion de concentracion de proteinas totales

Las curvas de calibrado y las ecuaciones que permitieron construir las curvas
de concentracion de proteinas totales de los medios extracelulares precipitados
con sulfato de amonio de las células transformadas E.coli BL21 (DE3) con el
vector pET SUMO-amyL inducidas a las 2 y 10 horas, sin inducir y E.coli BL21
(DE3) sin transformar se muestran en el Anexo 32, ya que esta informacion
sera utilizada para publicacién, por lo que se mantiene como Anexo

confidencial.

4.2.9.2. Determinacion de actividad enziméatica

En cuanto a la medicion de actividad enzimatica de los medios extracelulares
precipitados con sulfato de amonio, se realizaron las curvas de calibrado de
actividad enzimética que se muestran en el Anexo 33, ya que esta informacion
sera utilizada para publicacién, por lo que se mantiene como Anexo

confidencial.

4.2.9.3. Determinacion de actividad especifica

Los resultados de los valores de actividad especifica de la produccion de la

enzima recombinante alfa-amilasa, se muestran en el Anexo 34, ya que esta
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informacion sera utilizada para publicacion, por lo que se mantiene como

Anexo confidencial.
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5. Conclusiones y Recomendaciones

5.1. Conclusiones

El limite de deteccion de la PCR estandarizada para amplificar el gen amyL, fue
la diluciéon 1:10000 que corresponde a una concentracion de 1,5 pg/ul,

denotando una alta sensibilidad de este sistema optimizado.

La eficiencia de transformacion obtenida de las células E.coli Mach1T1-pUC19
fue de 5,58 x 10" UFC/ug, valor que resulté adecuado para llevar a cabo

exitosamente el experimento desarrollado en este estudio.

El sistema desarrollado de clonacién y expresion empleando el vector pET
SUMO en células de E.coli BL21 (DE3), fue capaz de producir
satisfactoriamente la enzima alfa-amilasa, demostrando valores detectables de
actividad enziméatica y especifica para la misma.

La induccion con IPTG con el tratamiento 2 de crecimiento de las células E.coli
BL21 (DE3), influy6é en la expresion de la proteina presentando los mejores
resultados de actividad enzimatica y especifica de la enzima alfa-amilasa

debido al uso del promotor T7 que permite su expresion.

La integridad de la enzima amyL con un tamafio de 55,9 kDa correspondiente a
la proteina nativa sin péptido sefial, se demostr6 mediante electroforesis en
geles de poliacrilamida en los medios extracelulares precipitados con sulfato de

amonio a las 30 y 36 horas de crecimiento.
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La enzima amyL producida en las células E.coli BL21 (DE3) inducidas con el
tratamiento 2 y precipitadas con sulfato de amonio, presentd el mejor valor de
actividad especifica a las 30 horas de crecimiento, siendo este de 3,66 U/mg y
actividad enziméatica de 0,1955 U/mL.

5.2. Recomendaciones

Se recomienda analizar la fraccion insoluble o pellet celular para evaluar si la

proteina no se esta secretando completamente.

Se recomiendo Vvisualizar la formacién de cuerpos de inclusion que
posiblemente se formaron dentro de la célula disminuyendo la actividad

enzimaética.

Se recomienda hacer una curva de salting in y salting out para determinar el
mejor porcentaje de saturacion con sulfato de amonio parala enzima alfa-

amilasa.

Se recomienda hacer didlisis luego de la precipitacion con sulfato de amonio
para evitar que las sales restantes afecten en la visibilidad de la proteina en los
geles de SDS-PAGE.

Se recomienda tomar mas puntos de crecimiento para evaluar luego de las 48

horas si la producciéon y expresion de la proteina aumenta.
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Se recomienda utilizar un coctel inhibidor de proteasas y trabajar a 4 °C para

evitar la degradacion de las proteinas.

Es recomendable purificar la enzima alfa amilasa mediante técnicas como

purificacion con columnas de Niquel o por técnicas cromatogréficas.
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Los anexos se mantienen de forma confidencial, debido a que la informacion va

a ser utilizada para publicacion.








