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Introduccién. Las glicosidasas (EC 3.2.1) son enzimas que
catalizan la hidrdlisis del enlace glicosidico en polisacaridos.
Si durante la hidrélisis del enlace glucosidico hay retencion
de la configuracién del carbono anomérico, la enzima,
mediante una reaccion de doble desplazamiento es capaz de
sintetizar glucésidos o alquil glucésidos, dependiendo si la
molécula aceptora en el segundo paso de la reaccion es un
sacérido o un alcohol (1).

La sintesis enzimatica de alquil glucésidos, surfactantes no
ionicos empleados principalmente en la produccion de
jabones y detergentes, es un proceso atractivo para la
industria pero requiere de una enzima capaz de transferir
sacaridos a un acohol. La o-amilasa de la bacteria
hiperterméfila Thermotoga maritima posee una importante
actividad transglicosidica (2) y puede efectuar reacciones de
alcohdlisis con baja eficiencia (comunicacion personal Alina
Moreno), ademas a ser una enzima termoestable es capaz de
llevar a cabo catdlisis a temperaturas €levadas, lo que hace
posible emplear un sustrato tan abundante y econémico
como amidon para generar sacaridos. Aunque podria
optimizarse la capacidad de alcohdlisis que presenta la
enzima mediante técnicas de evolucion dirigida, la seleccién
de variantes con aumento en su actividad trasglicosidica es
dificil. Un méodo para seleccionarlas es empleando
glucosidasas mutadas en el residuo que funge como
nucledfilo (3) con € fin de evitar la hidrélisis del producto
formado y monitorear la reaccion de transglicosidacion
mediante la liberacion de una molécula colorida durante la
formacion del enlace glucosidico.

Debido a que la a-amilasa de Thermotoga maritima es una
enzima que aun no ha sido caracterizada y cuya estructura se
desconoce, en este trabajo pretendemos identificar los
residuos cataliticos que fungen como &cido-base y nucledfilo
en la enzima como un primer paso para el disefio de una
estrategia que nos permita detectar mutantes con una
actividad transglicosidicaincrementada.

M etodologia. La localizacién de los residuos cataliticos que
fungen como &cido-base y nucledfilo en la o-amilasa de
Thermotoga maritima se realizd detectando los residuos
conservados en o-amilasas de diferentes origenes mediante
dineamientos multiples de secuencias. Una vez
identificados, se reemplazaron de forma independiente por
glicina mediante mutagénesis sitio dirigida con € fin de
hacer a la enzima hidroliticamente inactiva. La pérdida de
actividad se comprob6é midiendo la cantidad de azlicares
reductores formados con DNS por la enzima silvestre y las
mutantes después de incubarlas con almidén como sustrato a

85 °C. El perfil de productos generados se determinaron
mediante cromatografia en capafina (TLC).

Resultados y discusion. A pesar de que la o-amilasa de T.
maritima tiene muy poca similitud con otras o-amilasas
(menos del 35%) (2) las regiones en que se encuentran los
residuos cataliticos (asas 4 y 5 del barril (f/a)g), son muy
conservadas en estas enzimas, lo que permitié asignar al
acido aspartico 218 y al acido glutdmico 258 en la enzima de
T. maritima como los residuos cataliticos. Después de
mutagenizar estas posiciones y redlizar los ensayos de
actividad, ambas mutantes resultaron ser inactivas en
presencia de almidén. Estos resultados confirman que los
resduos mutando estan directamente involucrados en la
hidrélisis del enlace glucosidico del sustrato. En contraste la
enzima silvestre presenta un comportamiento tipo Michaelis
Menten, presentando una k= 1705 min .

Conclusiones. Detectamos dos de los tres residuos
cataliticos de la a-amilasa de la bacteria hipertermdfila
Thermotoga maritima, el aspartico 218 y el glutamico 258,
los cuales, a ser mutados generan una enzima
hidroliticamente inactiva. A partir de estas construcciones
podemos probar la reaccion de transferencia con sustratos
activados (fluorados), mediante la medicion de la liberacién
de fluoruro. La generacion de bibliotecas de esta enzima
serén probadas utilizando alcoholes como grupos aceptores.
Se seleccionaran aquellas mutantes que liberen mas fluoruro
en presencia de alcoholes (es decir, aquellas que presenten
mayor actividad de alcohdlisis).
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