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ARTICULO DE INVESTIGACION

Clonacion, expresion y caracterizacion de una nueva esterasa
derivada de metagenomas de suelos agricolas colombianos

Cloning, expression and characterization of a novel esterase derived
from colombian agricultural soils metagenomes

Carolina Villamil, Patricia Del Portillo™", Alvaro Mongui""

DOI: 10.15446/rev.colomb.biote.v18n2.61520

Resumen

El presente trabajo tuvo como objetivo la bioprospeccion de ADN metagenémico derivado de comunidades microbianas
asociadas a un agroecosistema de importancia nacional. Este analisis permitié realizar la produccion, expresion, purifica-
cion y caracterizacion de una enzima novedosa con actividad esterasa. Esta enzima, denominada LipM, habia sido previa-
mente identificada en clones metagenémicos derivados de suelos dedicados al cultivo de papa criolla (Solanum pureja),
mediante secuencia de nueva generacion y analisis bioinformaticos. La secuencia codificante de la enzima fue clonada en
el vector pBADgiii y expresada en E. coli como sistema de expresion, lo que permitié optimizar el proceso de produccion
recombinante y su posterior purificacion.

Funcionalmente la enzima presenté una mayor afinidad por sustratos de p-nitrofenil con 4cidos grasos de cadena corta
(<Cs). LipM mostr6 completa funcionalidad a temperaturas entre 30 - 37 °C y en valores de pH cercanos al fisiol6gico
(entre 7.0 y 8.0). Igualmente, esta enzima exhibié buena estabilidad en presencia de varios iones metalicos, inhibidores
y 0.1% (p/v) de SDS. Su alto nivel de estabilidad en presencia de iones metdlicos e inhibidores, asi como su particular es-
pecificidad en cuanto a sustratos, la hacen una enzima éptima para utilizacién en diferentes aplicaciones biotecnoldgicas.

Palabras clave: metagendmica, enzima esterasa, caracterizacion, suelos, Lipasa/esterasa.

Abstract

The present work had as a main objective to bioprospect metagenomic DNA from microbial communities associated with
an agro-ecosystem of national importance. This analysis allowed the production, expression, purification and characteriza-
tion of a novel enzyme with esterase activity. This enzyme, named here as LipM, was previously identified in metagenomic
clones derived from soils dedicated to creole potato (Solanum pureja) crops by means of next-generation sequencing and
bioinformatics analyses. The coding sequence of the enzyme was cloned into pBADgiii vector and expressed in E. coli as
an expression system, allowing to optimize its recombinant production process and its further purification.

The enzyme functionally showed a greater affinity for p-nitrophenyl substrates with short-chain fatty acids (<C8). LipM
showed full functionality at temperatures between 30 - 37°C and close to physiological pH (between 7.0 and 8.0). This
enzyme also exhibited proper stability in the presence of various metal ions, inhibitors and at 0.1% (w/v) of SDS. Its high
level of stability in the presence of inhibitors, metal ions and its particular specificity of substrates make it optimal for use
in various biotechnology applications.

Key words: metagenomics, esterase enzyme, characterization, soil, lipase/esterase.
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Introduccién

La metagenémica corresponde al aislamiento y estu-
dio del material genético total (metagenoma) asociado
a un determinado ambiente natural. La importancia de
la metagendmica, en comparacion con la secuencia-
cién de genomas individuales y el método tradicional
de cultivo, radica en que permite analizar la informa-
cion genética de la gran mayoria de microorganismos
que no son cultivables en condiciones de laboratorio
(hasta el 99%) (Staley & Konopka, 1985). Los metage-
nomas derivados de ambientes naturales, como es el
caso especifico de suelos, tienen ventajas adicionales
ya que debido a las condiciones ambientales de este
tipo de ecosistema, la comunidad microbiana que allf
se encuentra es sumamente rica y diversa (Torsvik &
Ovreas, 2002). Esto convierte a la metagendmica en
una herramienta poderosa para explorar el potencial
biocatalitico de las comunidades microbianas y/o sus
moléculas provenientes de los ambientes edéficos
(Lee & & Lee, 2013).

Los ensayos realizados sobre librerias metagenémicas,
tanto funcionales como aquellos basados en secuen-
cia de acidos nucleicos y analisis bioinformaticos, per-
miten identificar clones bacterianos con actividades
de interés. Posteriormente, los genes asociados a di-
chos fenotipos pueden ser caracterizados e insertados
en algin hospedero, con el fin de producir de forma
recombinante las respectivas enzimas o metabolitos
(Uchiyama & Miyazaki, 2009). Dentro de las diferen-
tes clases de enzimas caracterizadas de metagenomas
ambientales, las hidrolasas son altamente atractivas no
solo por su importancia industrial, sino por tener una
elevada especificidad de sustrato y una considerable
estabilidad en solventes organicos (Hasan et al., 2006;
Sharma et al., 2001; Uwe & Kazlauskas, 2006).

Las hidrolasas de origen bacteriano (EC 3.1.1.3) son
aquellas que catalizan la hidrdlisis y la sintesis de acil-
gliceroles de cadenas largas o cortas. Pertenecen a
un amplio y diverso grupo denominado esterasas (EC
3.1.1.x) que incluye las carboxilesterasas (EC 3.1.1.1),
las lipasas verdaderas (EC 3.1.1.3) y las fosfolipasas
(Arpigny & Jaeger, 1999). Las lipasas y esterasas com-
parten un dominio de estructura caracteristico cono-
cido como el plegamiento o/ de las hidrolasas, que
incluye un sitio activo altamente conservado corres-
pondiente al triado catalitico Ser-Asp-His (Arpigny &
Jaeger, 1999). En general estas enzimas juegan un pa-
pel importante a nivel industrial, ya que estan involu-
cradas principalmente en los procesos de producciéon
de detergentes, en el procesamiento de alimentos y
en la sintesis organica estero-especifica (Hasan et al.,
2006). Adicionalmente, las lipasas y las esterasas es-
tan relacionadas con la bioconversion de lipidos en
diferentes procesos, como es el aprovechamiento de
fuentes de carbono, la modificacién o el reciclaje de
las membranas celulares la sintesis de biopolimeros, la
sintesis del diesel y la produccién en general de pro-

ductos agroquimicos, saborizantes y farmacos (Hasan
etal., 2006).

La demanda actual del mercado por lipasas/esterasas
ha favorecido, durante los dltimos ahos, su explora-
cion en el contexto de librerias metagenémicas. De
esta forma, ensayos funcionales y bioinformaticos con
librerias metagenémicas derivadas de una amplia va-
riedad de ambientes naturales, como son sedimentos
marinos (Zhu et al., 2013), lodos activados (Zhang &
Han, 2009), aguas termales (Lopez et al., 2014), man-
glares (Andreote et al., 2012) y compost (Kim et al.,
2010), entre otros, han favorecido el descubrimiento
de genes novedosos codificantes para lipasas y este-
rasas con alto potencial de aplicacion biotecnolégico
e industrial.

En estudios previos, nuestro grupo de investigacion
identificé un gen codificante para una lipasa/esterasa
putativa, empleando métodos de secuencia masiva y
andlisis bioinformaticos, a partir de librerias metage-
némicas de suelos de vocacion agricola (Calderén et
al., manuscrito en preparacion). En el presente articulo
reportamos la clonacion, expresion y caracterizacion
de la actividad enzimatica de la esterasa denominada
LipM, usando para ello diferentes sustratos y evaluan-
do el efecto del pH, la temperatura, diferentes cofac-
tores e inhibidores, con el fin de determinar su rango
y actividad relativa.

Materiales y Métodos

Clonacion de un gen con dominio o/(3 hidrolasa
de un metagenoma ambiental

El gen LipM, con dominio o,/ hidrolasa fue amplifica-
do de su clon metagenémico parental usando los ini-
ciadores pBADgiiiA-LipM directo 5’- CG TCT AGA GCC
TGT CGA TCA GCC AAC -3’ y pBADgiiiA-LipM reverso
5’- CG TCT AGA ACC AGG TGC GCC CTC -3’. Para la
amplificacion por PCR se inicié con un paso de desna-
turalizacién a 95 °C por 5 min, seguido por 35 ciclos
de: (a) desnaturalizacién a 95 °C por 45 s, (b) anillaje
a 56 °C por 45 sy (c) extension a 72 °C por 1 min. Fi-
nalmente se incluy6 una extension final de 8 min a 72
°C. El producto de PCR obtenido fue purificado, com-
pletamente digerido con la enzima Xbal e insertado
utilizando la enzima T4 ligasa, en el vector de expre-
sion pBADgiiiA del kit pBADgiii_man (Thermo Fisher
Scientific, Massachusetts, EEUU), previamente digerido
con la misma enzima de restriccion y siguiendo las re-
comendaciones del fabricante. La correcta insercion
de la secuencia codificante de LipM en el vector de
expresion fue confirmada por secuenciacion Sanger. El
plasmido resultante, pBADgiiiA-LipM, fue transforma-
do por electroporaciéon en la bacteria Escherichia coli
TOP10 (Thermo Fisher Scientific), siguiendo el proto-
colo del fabricante.
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Expresion y purificacion

La bacteria E. coli TOP10 con el plasmido pBADgiiiA-
LipM fue incubada en agitacién (200 rpm) a 37 °C en
medio de cultivo Luria Bertani (LB) suplementado con
ampicilina 50 mg/mL, hasta alcanzar una ODgwo de
0.4. Posteriormente, la expresion de la proteina LipM
recombinante (rLipM) se llevé a cabo por induccién
con 0.2 % (p/v) de L-arabinosa. Después de 4 horas
adicionales de incubacién, el cultivo se centrifugé a
4600 x g por 25 minutos a 4 °C. El pellet celular re-
sultante fue resuspendido en buffer Tris T0mM, 6M
urea, 100mM NaH:PO, e imidazol 15mM a pH 8.0
(Garcia et al., 2013; Lara, 2011). La lisis celular se llevo
a cabo con 1/3 (v/v) de perlas de 0.1Tmm de zirco-
nia/silica en FastPrep-24 (MP Biomedicals California,
USA) siguiendo un protocolo de 4 ciclos de lisis por
accion mecanica a 60 m /min por 40 s y luego una
etapa de enfriamiento a 4 ¢ C por 5 min. Las muestras
fueron luego centrifugadas a 15700 x g por 15 min
y el sobrenadante resultante se acoplé con la resina
Ni-NTA (Qiagen Duesseldorf, Alemania) en agitacion
suave durante 4 h a temperatura ambiente, siguien-
do las indicaciones del fabricante para llevar a cabo
la purificacién proteica por cromatografia de afinidad.
Posteriormente, el extracto acoplado a la resina fue
lavado con el mismo buffer de lisis, con el propésito
de remover todas las proteinas no retenidas en la re-
sina. La proteina rLipM fue eluida utilizando buffer de
lisis con diferentes concentraciones de Imidazol (60-
500 mM). Las fracciones resultantes se sometieron a
electroforesis en gel de poliacrilamida-dodecil sulfato
de sodio (SDS-PAGE) al 12%, en condiciones reduc-
toras y desnaturalizantes, durante 2 h a 80 voltios.
Posteriormente, las proteinas se transfirieron a una
membrana Hybond-polivinildifluoruro (PVDF) (Merck-
millipore Massachusetts, EEUU), en camara semiseca
(Laboratorios Bio-Rad, California, EEUU) durante 4 h
a 10 voltios. La membrana fue sometida a bloqueo en
una solucion de PBS, Tween 20 (0,05 %) y leche des-
cremada (5% p/v) durante una hora y posteriormente
incubada con un anticuerpo anti-Histidinas conjuga-
do con peroxidasa (Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA).
La deteccion de las proteinas se realiz6 utilizando un
estuche para revelado con sustrato de peroxidasa (La-
boratorios Vector, California, EEUU). Las fracciones de
elucién que incluyeron la proteina rLipM purificada
fueron dializadas usando membranas de nitrocelulosa
de poro 12-14 kDa contra PBS a 4 ¢ C por 18 h.

Ensayo de actividad enzimdtica

La actividad enzimatica de rLipM se evalu6 por ensa-
yo de actividad esterasa utilizando 12.5 uL de enzima
purificada, 100 uL de buffer TRIS-HCI pH 7.5, para una
concentracion final de 50 mM y 12.5 pL de sustrato
p-nitrofenil butirato (C4) (Sigma-Aldrich) para una con-
centracion de T mM a 37 °C por 30 min. La cantidad
de p-nitrofenol liberado se determiné por absorbancia
a 410 nm en NanoDrop (Thermo Fisher Scientific). La

reaccion con Tris-HCl y PBS y sin enzima fue usada
como blanco de ensayo y la Lipasa B de Candida an-
tarctica (CalB) (Sigma-Aldrich) fue incluida como con-
trol positivo de la actividad. Las unidades enzimaticas
se calcularon usando para ello una curva estandar de
p-nitrofenol en un rango de concentracion de 5 pM a
450 pM. Una unidad enzimatica se definié como la
cantidad de enzima necesaria para liberar Tpmol de
sustrato por minuto bajo cada condicion de ensayo
(Zhu et al., 2013). Todos los ensayos fueron realizados
por triplicado y los resultados se graficaron en unida-
des relativas tomando el valor del resultado maximo
para cada ensayo como el 100%.

Especificidad de sustrato

La especificidad de sustrato de la enzima rLipM puirifi-
cada se analizé utilizando ésteres de p-nitrofenil (p-NP-)
con cadenas de acidos grasos de diferentes longitudes:
p-nitrofenil butirato (Cs), octanoato, (Cs) decanoato
(Cio), dodecanoato (Cs,), miristato (Cia), palmitato (Cye),
y estearato (Cis) previamente reconstituidos en acetoni-
trilo. Para los ensayos de actividad, T mM de cada uno
de los sustratos en buffer TrissHCl 50 mM pH 7.5, junto
con 12.5 L de enzima purificada, fueron incubados a
37 °C durante 30 minutos. Para los sustratos pNP- >Cy
se adicion6 0.1 % (v/v) de Triton X-100 como agente
emulsificante (Gawlicka et al., 2000).

Efecto de diferentes variables
sobre la actividad esterasa

La temperatura 6ptima de reacciéon para rLipM se eva-
lu6 incubando la enzima a diferentes temperaturas en
un rango de 4 °C a 65 °C por 30 min y usando solo
p-nitrofenil butirato como sustrato.

El efecto del pH sobre la actividad esterasa de rLipM
se evalué midiendo la actividad de la enzima a 37 ¢
C por 30 min, después de incubacién con buffers a
diferentes valores de pH: buffer fosfato (pH 7.0), buffer
Tris-HCI (pH 8.0) buffer glicina-NaOH (pH 9.0), buffer
bicarbonato (pH 10.0), buffer NaH.PO+NaOH (pH
11.0) (Zhu et al., 2013).

Para evaluar el efecto de varios iones metalicos sobre
la actividad esterasa de LipM, la enzima purificada se
incubo con TmM de KCI, LiCl, CaCl,, MgCl,, BaCl,,
ZnCl, CuCl,, MnCl,, CoCl, en buffer Tris-HCl pH 7.5 a
37 °C por 30 min.

Para evaluar los efectos de diferentes detergentes e
inhibidores sobre la actividad esterasa de rLipM, la
enzima purificada se incub6 con los detergentes so-
dio dodecilsulfato (SDS), Tween 20 y Triton X-100. Por
su parte, los inhibidores empleados fueron el fluoruro
de fenilmetilsulfonilo (PMSF), acido etilendiaminote-
traacético (EDTA) ditiotreitol (DTT) y bromuro de ce-
tiltrimetilamonio (CTAB). Tanto los detergentes como
los inhibidores fueron evaluados a una concentracion
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final de 0.1% y/o 1% (p/v) o (v/v) 0 10 mM en 50 mM
de tampén Tris-HCI (pH 7.5) a 37 2 C por 30 min (Zhu
et al., 2013). La actividad basal en cada caso se midio
como en el ensayo estandar mencionado anteriormen-
te, es decir, midiendo la actividad de degradacion de
cada uno de los buffers incluyendo el detergente o
el inhibidor en ausencia de la enzima recombinante.
Cada muestra se realizé por triplicado y el resultado
graficado correspondié al promedio de los experimen-
tos. En cada caso se incluy6 la desviacion estandar.

Resultados y Discusién

El andlisis bioinformatico sobre insertos de ADN me-
tagenémico provenientes de un suelo dedicado al
cultivo de papa criolla (Calderon et al., manuscrito en
preparacion), permitié realizar la identificacion de una
secuencia codificante de 591 pares de bases (pb) para
una enzima lipasa putativa con dominio o/B hidrolasas
(PFAM: PF07859.7). Esta enzima de 317 aminoacidos
(aa), denominada LipM, mostré un peso tedrico de 42
kDa y punto isoeléctrico (pl) de 5.8. El andlisis de la
secuencia de nucleétidos de este gen en la base de da-
tos del NCBI (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov), no eviden-
ci6 identidad con ninguna secuencia reportada hasta
ahora. Por su parte, el andlisis por BLASTp evidencio
que la proteina LipM present6 una identidad de 49%
en su secuencia de aminodcidos con una proteina li-
pasa de Mycobacterium thermoresistibile ATCC 19527
(gbEHIT0768.1) y de 47 % con la lipasa/esterasa de
Mycobacterium abscessus (gbEIU36003.1). La secuen-
cia GDSAGG en esta proteina corresponde al motivo
conservado GXSXG de las a/B hidrolasas (Holmquist,
2000). Segun la secuencia de este dominio conserva-
do, se sugiere que esta enzima podria pertenecer al
grupo V de la clasificacion de lipasas/esterasas (Arpig-
ny & Jaeger, 1999).

Expresion y purificacion de LipM

Con el fin de realizar la caracterizacién enzimética, la
secuencia codificante de la enzima putativa LipM fue
amplificada y subclonada en un vector de expresion.
La expresion in vitro de la enzima rLipM en E. coli y
su posterior purificaciéon por cromatografia de afini-
dad permitié evidenciar la integridad de la enzima por
SDS-PAGE (figura 1). Este andlisis con el extracto total
recombinante y la proteina rLipM purificada mostré
una sola banda cerca de un tamano aproximado de
48 kDa, la cual coincide con el tamano esperado de la
proteina incluyendo la cola de histidinas para su reco-
nocimiento y purificacion.

Determinacion de la especificidad de sustrato

La determinacién en la especificidad de sustrato de la
enzima rLipM, fue evaluada empleando sustratos de
p-nitrofenil con cadenas de acidos grasos de diferente
longitud. La enzima purificada mostré una alta afinidad

Figura 1. Expresién y purificaciéon de rLipM. MP, Marca-
dor de peso molecular de proteinas XL-OptiProtein Marker
Applied Biological Materials Inc. (Richmond, Canada); 1, ex-
tracto de proteinas totales de la expresién de E. coli TOP10
pBADgiiiA-LipM sin inductor; 2, extracto de proteinas tota-
les de la expresién de E. coli TOP10 pBADgiiiA-LipM después
de la induccién con L-arabinosa; 3, proteina LipM purificada
por cromatografia de afinidad.

por acidos grasos de cadenas cortas (<Ce) y menos afi-
nidad por acidos grasos de cadenas largas (>Cs) (figura
2). La maxima actividad de rLipM, en este ensayo, fue
observada para el sustrato p-NP-C4 seguido por p-NP-
Cs, a una temperatura de 37 °C y pH de 7.5. Estos
resultados clasifican a LipM como una esterasa (E.C
EC 3.1.1.x) mas que una lipasa (E.c. EC 3.1.1.3). Esta
especificidad de sustrato se ha observado también en
otras esterasas derivadas de metagenomas ambienta-
les (Zhang & Han, 2009; Zhu et al., 2013), asi como
también en esterasas aisladas de microorganismos,
como es el caso de la enzima esterasa TLE del hongo
Thermomyces lanuginosus DSM 10635 (Li et al., 2014)
y recientemente la esterasa termoestable Est-gela de
Bacillus gelatini KACC 12197 (Kim et al., 2015). La maxi-
ma actividad de la enzima con p-nitrofenil butirato (Cs)
se consider6 como el 100 % de actividad relativa.

Efecto de la temperatura
sobre la actividad enzimdtica

Adicionalmente, al determinar el efecto de la tempe-
ratura en la actividad enzimatica de rLipM se observo
que la temperatura 6ptima de actividad para esta en-
zima estuvo entre 30°C - 37°C (figura 3). También es
importante resaltar que esta enzima conservé mas de
un 60% de su actividad en temperaturas que van entre
37°C y 60°C. Adicionalmente, a bajas temperaturas,
en un rango de 4°C - 10°C, rLipM siguié conservando
valores significativos de actividad (40 - 50%), lo que
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Figura 2. Actividad enzimatica relativa de rLipM con varios
ésteres de p-nitrofenil con cadenas de acidos grasos de dife-
rentes longitudes (C4-C18) a pH 7.5y 37 °C por 30 min.

en general la hace una enzima muy estable y por ende
con mucho potencial industrial.

Estos resultados se relacionan con la amplia variabi-
lidad en la actividad enzimatica de lipasas/esterasas
aisladas de metagenomas, con algunos ejemplos de
enzimas termorresistentes (Chow et al., 2012; Fan et
al., 2011; Yang et al.,, 2013) y algunos casos de enzi-
mas que exhiben mayor actividad a temperatura am-
biente o en el rango de 25 - 37°C (Dong et al., 2015;
Fang, Wang, Liu, & Jiao, 2015).

Efecto de la temperatura sobre la actividad de LipN

120

100 +

Actividad relativa %

N
o
!

20
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Figura 3. Efecto de la temperatura de reaccién sobre la acti-
vidad enzimdtica de rLipM. Se muestra la actividad relativa
de la hidrolisis de p-nitrofenil butirato (Cs) a diferentes tem-
peraturas en un rango de 4 °Ca 65 °C, en ensayosa pH 7.5y
37 °C por 30 minutos. La actividad a 37 °C correspondi¢ al
100% de actividad.

Efecto del pH sobre la actividad enzimdtica

Debido a que la actividad catalitica de muchas enzi-
mas es sensible a cambios de pH, el efecto de esta
variable sobre la actividad enzimatica de rLipM fue
evaluado (figura 4). No se probaron pH 4acidos de-
bido a que el p-nitrofenol no se puede cuantificar a
pH bajos. Este andlisis evidencié que el nivel maximo
de actividad de rLipM se alcanzé a pH 8.0, es decir
a niveles fisiologicos (pH 7.0 - 8.0). Otros estudios
también demuestran que un ndmero importante de
lipasas/esterasas tienen mayor actividad a pHs cerca-
nos al fisiolégico (Li et al., 2014; Luo, Ding, Xu, Zheng
& Zhong, 2015). Por el contrario, otro estudio de una
enzima esterasa proveniente de un ambiente extremo
en Colombia, tuvo maxima actividad a 55°C y pH al-
calino (9.0) (Lopez et al., 2014).

Efecto de cofactores sobre la actividad enzimdtica

Los cofactores inorganicos, como es el caso de los io-
nes metalicos, en muchos casos son esenciales para
el adecuado funcionamiento de las enzimas. Por lo
tanto, el sustrato enzimatico con frecuencia tiene que
estar unido a un activador que usualmente es un ion
metal divalente (Eisenthal & Danson, 2002). La tabla 1
muestra el efecto de varios iones metdlicos sobre la ac-
tividad de la enzima rLipM. La reaccién se llevé a cabo
por medio de la adicion del sustrato y de determina-
dos cofactores a concentracion final de T mM, toman-
do la actividad enzimatica sin cofactor como 100% de
actividad relativa. De estos ensayos se observé que la
actividad enzimatica fue ligeramente aumentada por
los iones K* (124%), Li* (120%), Mg?* (110%) y en
mayor medida por Ca?* (131%) (tabla 1). El papel del

Efecto del pH sobre la actividad de LipN
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Figura 4. Efecto del pH sobre la actividad enzimdtica de rLi-
pM. La actividad relativa se determiné a diferentes valores de
pH (7.0 - 11.0) usando p-nitrofenil butirato como sustrato a
37 °C por 30 minutos. La actividad a pH 8.0 correspondié al
100% de actividad relativa.
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Ca?* como molécula de sefalizacion celular y como
activador de enzimas por medio de la estabilizacion
ya ha sido reportada, mas aun, su papel especifico en
enzimas lipoliticas ha sido reportado desde hace varias
décadas (Gregory, Martin, Cheetham, & Rees, 1993);
Kim et al, 1997; Posner & Morales, 1972; Simons et
al., 1999). Sin embargo, cabe aclarar que la actividad
enzimatica de algunas lipasas y esterasas no se ve in-
crementada en presencia de iones Ca** (Kim et al.,
2010; Zhu et al., 2013). Los iones Ba%*, Co?*, Zn** no
tuvieron influencia sobre la actividad de rLipM. El i6n
Mn?* en este caso tampoco modificé la actividad de la
enzima, en contraste con lo que se ha reportado para
otras esterasas (Lopez et al., 2014). Por otro lado, la
actividad enzimética fue inhibida ligeramente por Zn**
(88%) y en mayor proporcion por Cu* (49%), siendo
este dltimo el i6n que mas efecto negativo tuvo so-
bre la actividad enzimatica. El efecto negativo de este
ion también ha sido reportado para otras esterasas
obtenidas de diferentes muestras ambientales, como
es el caso de unas enzimas provenientes de un meta-
genoma de lodos activados (Zhang & Han, 2009), la
enzima EstEP16, derivada de un metagenoma de sedi-
mento marino (Zhu et al., 2013) y la esterasa 499EST,
proveniente de aguas termales colombianas (Lopez et
al., 2014).

Tabla 1. Efecto de iones metélicos sobre la actividad
enzimdtica de rLipM.

16n metilico Actividad Relativa

(%)

Control 100
Ba’* 101.67
Co* 92.62
Li* 120.51
Cu?* 48.98
Zn** 87.91
K* 124.49
Mn?* 94.14
Mg2* 110.78
Ca’* 131.29

Efecto de detergentes e inhibidores sobre la actividad
enzimdtica
El efecto de algunos inhibidores y detergentes en la

actividad de la enzima LipMr se muestran en la tabla
2. En concordancia con varios articulos de caracteriza-

cion de lipasas o esterasas, se encontrd una inhibicién
completa con la presencia de Tween 20 y un efecto
negativo por la adicion de Triton X-100 (Dong et al.,
2015; Rahman et al., 2016; Zhu et al., 2013). Sin em-
bargo, a diferencia de otros estudios en presencia de
SDS a una concentracién de 0.1% (v/v) la actividad
solo disminuy6 en un 18% y adicionalmente a con-
centraciones de 1% (v/v) de SDS, la enzima retuvo una
actividad residual mayor al 25%.

El inhibidor EDTA no influy6 en la actividad de la enzi-
ma indicando que ésta no requiere de cationes diva-
lentes para ser funcional.

En presencia del inhibidor PMSF la enzima conserva
su actividad y se mantiene estable. Generalmente
por poseer un sitio activo con serina se esperaria
que hubiera una inhibicion sin embargo, la enzima
puede poseer una estructura de tapa que evite el
efecto de inhibicion de PMSF como en otros estudios
(Chu, He, Guo, & Sun, 2008; Zhang & Han, 2009).

Tabla 2. Efecto de algunos detergentes e inhibidores en la
actividad de la enzima rLipM.

Inihibidores y Concentracién Actividad

detergentes Relativa (%)
Control 100,0
SDS 0.1% (p/v) 82,2
SDS 1% (p/v) 29,4
Triton x 100 1% (v/v) 27,3
Tween 20 1%(v/v) 0,0
EDTA TmM TmM 141,60
EDTA 10mM 1T0mM 159,45
DTT 1% (v/V) 150,64
PMSF 1% (v/v) 124,42
CTAB 1% (v/v) 0,00

Conclusiones

En esta investigacion reportamos la caracterizacion de
la enzima LipM proveniente de un suelo de dedica-
cién agricola en Colombia. Esta enzima fue aislada a
partir de una libreria metagenémica y pertenece a la
familia V de la clasificacion de lipasas/esterasa. Presen-
té una mayor afinidad por sustratos de p-nitrofenil de
acidos grasos de cadena corta con un amplio rango de
actividad a diferentes temperaturas y pH, teniendo ma-
yor actividad a temperaturas entre 30 °C - 37 °Cy en
valores de pH cercanos al fisiolégico (entre 7.0 y 8.0).
Igualmente presenté buena estabilidad en presencia
de varios iones metdlicos y algunos inhibidores. Con
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base en los resultados de actividad reportados en
esta investigacion, consideramos que rLipM es una
enzima con potencial biotecnolégico e industrial, de-
bido a que a 65 °C esta enzima conservo alrededor
del 60% de su actividad, ademas de incrementar de
forma significativa su actividad en presencia de CaCl..
Adicionalmente, rLipM sigue siendo parcialmente
estable a concentraciones de 0.1-1% (p/v) de SDS.
Este estudio también demostré que el enfoque meta-
genomico es muy atil para ampliar el conocimiento
de la diversidad de enzimas, especialmente para es-
terasas bacterianas. El acceso a librerias metagenémi-
cas ambientales es una fuente inmediata de nuevos
biocatalizadores o enzimas con buen rendimiento
que pueden, por un lado, ser aptas para optimizar
los procesos de produccion al introducir por ejemplo
vectores de expresion citoplasmatica o extracelular
como el pBADglll y/o cultivo en sistema de bioreac-
tor y, por otro lado, pueden también ser modificadas
por ingenieria genética para cumplir determinados
propositos de la industria. Este tipo de enzimas se
podrian producir y comercializar en Colombia para
procesos con mercado abierto, como el de transeste-
rificacion quimica de compuestos altamente contami-
nantes, produccion de biodisel o como suplemento
alimenticio de animales monogastricos.
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