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Introduccion. En la busqueda de enzimas robustas,
capaces de llevar a cabo reacciones de sintesis en
medios no acuosos, se esta recurriendo al aislamiento de
enzimas de microorganismos extremofilos. Debido a que
la produccion de enzimas de estos organismos es muy
baja, se recurre al uso de la tecnologia del ADN
recombinante (1). Un problema muy frecuente en la
expresion de proteinas recombinantes de haldfilos, es la
formacién de cuerpos de inclusién (IB’s), debido a que
las proteinas no se pliegan correctamente en el
citoplasma (carente de sal) de E. coli, produciendo
aglomerados proteicos (2). En nuestro laboratorio, se
logré la expresion de la carboxilesterasa (CEH) putativa
de Halobacterium sp. NRC1 en E. coli; sin embargo, esta
enzima fue obtenida como IB’s, que aunque se facilita su
purificacion, carece de actividad enzimatica.
El objetivo del presente trabajo fue
caracterizar parcialmente la CEH
Halobacterium sp. NRC1.

Metodologia. Se us6 la cepa E. coli BL21 (D3E) Star
para clonar y expresar el gene VNG1474G que codifica a
una carboxilesterasa putativa (CEH) del arquea halofilica
Halobacterium sp.3 NRC1, misma que se presenté como
IB’s. Estos fueron purificados en un sélo paso, usando
cromatografia de afinidad a niquel. Fueron realizados
estudios de fluorescencia intrinseca para determinar la
concentracion de aditivos que reactivaran a la enzima,
por el método de didlisis y dilucion, usando buffers con
diferentes concentraciones de urea, KCI y L-arginina (3).
Para determinar la identidad de la CEH obtenida, los
cuerpos de inclusién se identificaron mediante LC-MS.
Se determind la actividad especifica de los IB’s
reactivados, usando ésteres de p-nitrofenilo (acetato,
propionato, butirato, valerato, caprilato, laurato, miristato
y palmitato), asi como termoestabilidad.

Resultados. Los IB’s de la CEH fueron recuperados
empleando un tampoén conteniendo urea 3 M, KCI 2 M e
imidazol 150 mM. EIl analisis por SDS-PAGE reveld la
presencia de una sola banda de proteina (Fig. 1), con un
peso molecular de 38 kDa, cuya identidad fue
posteriormente confirmada por espectrometria de masas,
coincidiendo con la secuencia predicha mediante el
analisis bioinformatico. Para disgregar los IB’s y reactivar
la enzima, se emplearon diferentes concentraciones de
L-arginina, urea y KCI, por el método de dialisis,
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encontrado que la mejor recuperacion de la actividad
enzimatica se logré con 0.3, 3, y 2 M, respectivamente.
Durante la reactivacion, se mostré6 que la actividad
catalitica de la CEH fue dependiente de la concentracion
de KCI, pues la actividad disminuyé hasta un 50%
cuando no fue adicionado, revelando su caracter
halofilico. Esto sugirié que la sal, junto con la arginina y la
urea, poseen un efecto cooperativo de renaturalizacién
de la proteina. Sin embargo, la recuperacion de la
actividad enzimatica de la CEH a partir de los IB’s fue
baja (40%). La CEH reactivada mostré preferencia para
hidrolizar ésteres de p-nitrofenilo de cadena corta,
observando una especificidad hacia p-nitrofenil-butirato
(0.581 U/mg), confirmando que se trata de una esterasa.
La enzima mostré una actividad 6ptima a la temperatura
y el pH de 60°Cy 7.5y un pl de 4.84.
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Fig. 1. SDS-PAGE al 12 %, de las fracciones proteicas de la CEH
purificadas por cromatografia de afinidad a Niquel. Carril 1, IB’s
previo a la columna; carril 2, extracto no retenido; carriles 3-6,
gradientes de elucion.
Conclusiones. Empleando diferentes estrategias de
disgregacion de los IB’s, se logré la reactivacion de hasta
un 40 % de la CEH, mediante el método de didlisis,
observando un efecto cooperativo entre la L-arginina, la
urea y el KCI. Estan en curso pruebas de estabilidad en
solventes no acuosos, para revelar a la CEH de
Halobacterium sp. como un biocatalizador robusto, para
luego llevar a cabo reacciones de sintesis.
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