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Introduccién. La esterasa Stcl forma parte de la via de
biosintesis de esterigmatocistinaen A. nidulans, € cual esun
precursor de aflatoxinas. Empleando la secuencia reportada
en la literatura, se disefiaron cebadores y a partir de una
genoteca disponible se habia realizado previamente la
clonacién y expresion de esta enzima en Pichia pastoris
(1,2,3). Un estudio de la secuencia permitié identificar que
29 aminoéacidos (a.@) adicionales en la region N-terminal de
la esterasa que también forman parte de la proteina. Por lo
tanto, también se realiz6 la clonacion y expresiéon de esta
variante en el mismo hospedero. Las dos variantes de la
proteina Stcl presentaron actividad de esterasa.

En otras esterasas que pertenecen a la familia HSL se ha
reportado la importancia de la region amino terminal para su
especificidad y termoestabilidad y también en las
propiedades cataliticas de una lipasa de Rhizopus oryzae (5).
Este trabajo se centra en € estudio del papel que juegan esos
29 aa adicionales en la regién amino-termina para las
propiedades de la enzima. Se obtuvieron modelos
estructurales para las dos variantes y se estudiaron las
propiedades bioguimicas de las mismas.

Metodologia. Modelos estructurales. Se utilizé € programa
“EsyPred3D” de Lambert et. al. en la Universidad de
Bélgica (6).

Purificacién de la enziima. Las enzimas se purificaron con
una columna de sephadex y cromatografia de afinidad por
niquel (IMAC).

Caracterizacion bioquimica. La estabilidad a la temperatura
y pH, asi como la temperatura y pH éptimo del ensayo se
determinaron por pH-stat con etil acetato (7) vy
espectrofotométricamente con p-nitrofenil acetato (8). La
hidrdlisis de p-nitrofenil ésteres con largo de cadena de 2-18
carbonos se midié espectrofotométricamente apH 7.5, 40°C.
También se evaluo la hidrdlisis de triglicéridos y etil ésteres
con diferente largo de cadena (2-18) con pH stat en las
condiciones Optimas del ensayo.

Resultadosy discusion.

Los dos modelos obtenidos se basaron en la proteina 1QZ3
que es una mutante de la esterasa termdfila de
Alycyclobacillus acidocaldarius. En la figura 1 se observan
los dos model os obtenidos, alaizquierda el que corresponde
alanStcl (con 29 a.a) y aladerechad que corresponde ala
Stcl. Basicamente las diferencias entre ambos son las dos
hélices al centro que no aparecen en el modelo de la Stcl y
gue en & modelo de la nStcl se encuentran por encima del
sitio activo. Las propiedades bioquimicas observadas para

ambas enzimas mostraron diferencias en cuanto a la
actividad y estabilidad de la enzima, sin embargo la
hidrélisis del perfil de sustratos probados no mostré grandes
diferencias entre las dos variantes.

Figura 1- Modelos estructurales para la proteina nstcl y stcl.
Conclusiones. La secuencia adicional en la region N-
terminal que corresponde a la hélice por enzima del sitio
activo en la proteina nStcl, estainvolucrada en la actividad y
estabilidad de la esterasa. Laformamas estable de laenzima
es la nStcl que difiere de la que proteina que corresponde a
la secuencia del gen reportado (2). La proteina Stcl que
corresponde a ésta Ultima es inestable y presenta poca
actividad. Seria importante realizar estudios estructurales de
ambas enzimas y asi como evaluar la hidrélisi de otros
sustratosy realizar ensayos de regio y enantiosel ectividad.
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