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RESUMEN

El presente estudio de investigacion tiene como objetivo obtener la enzima celulasa a
partir de expresion de proteina Cel6D de Paenibacillus Barcinonensis en bacterias E.
coli BL21 (DE3) y BL21 (TFH2), y analizar si la enzima celulasa tiene la capacidad
de degradar los residuos agroindustriales por medio de la actividad especifica aparente

(U/mg proteina).

Para una mayor accesibilidad de la enzima a la celulosa, los residuos se sometieron a
un pretratamiento mecanico, y reduccion de tamafo de particula para aumentar el area

de superficie y reducir el grado de cristalinidad.

La actividad especifica aparente medida a través de la cuantificacion de azUcares
reductores luego de la hidrdlisis enzimatica a una temperatura de 25°C a tiempos de
incubacion de 30, 120 y 240 min; la celulasa mostro actividad sobre el PASC, bagazo
de cafia, cascara de cacao, rastrojo de maiz con un valor de 0,0001; 0,0028; 0,0016 y
0,0011 (U/mg proteina). Pero no se observo actividad enzimética cuando el sustrato

fue el salvado de arroz.

Ademas, se realizd la identificacion de los productos generados en la actividad
especifica, indicando que, la enzima celobiohidrolasa Cel6D hidroliza celobiosa y

posiblemente glucosa, en la cascara de cacao, bagazo de cafia y rastrojo de maiz.

Palabras claves: Residuos agroindustriales, celulasa, Paenibacillus barcinonensis,

celobiosa, celulosa.



ABSTRACT

The present research study aims to obtain the cellulase enzyme from the expression of
Paenibacillus Barcinonensis Cel6D protein in E. coli BL21 (DE3) and BL21 (TFH2)
bacteria, and analyze whether the cellulase enzyme has the ability to degrade waste
agroindustrial through the apparent specific activity (U / mg protein).

For greater accessibility of the enzyme to cellulose, the residues were subjected to
mechanical pretreatment, and particle size reduction to increase the surface area and

reduce the degree of crystallinity.

The specific apparent activity measured through the quantification of reducing sugars
after enzymatic hydrolysis at a temperature of 25 °C at incubation times of 30, 120 and
240 min; the cellulase showed activity on the PASC, cane bagasse, cocoa husk, corn
stubble with a value of 0.0001; 0.0028; 0.0016 and 0.0011 (U / mg protein). But no

enzymatic activity was observed when the substrate was rice bran.

Moreover, the identification of products of the enzymatic hydrolysis of agroindustrial
waste was tested, showing that the celobiohidrolase Cel6D is capable of hydrolyze the
cacao shell, cane bagasse and corn stubble producing cellobiose and occasionally

glucose.

Keywords: Agroindustrial wastes, cellulase, Paenibacillus barcinonensis, cellobiose,

cellulose.



CAPITULO I

MARCO TEORICO

Una de las principales causas que genera contaminacién ambiental, y econémica en el
Ecuador es la gran cantidad de residuos agroindustriales procedentes de la agricultura
y la industria alimentaria (Samaniego & Espinoza, 2016). Debido a que estos residuos
no son tratados adecuadamente, y estos son sometidos a un proceso de combustion
libre el cual genera emisiones de CO2, CO y entre otros que provocan efecto
invernadero (Abdulla & Shatoury, 2007 y Samaniego & Espinoza, 2016).

Una posible solucién a esta problematica es la degradacion de estos residuos
agroindustriales por medio de celulasas excretadas por microorganimos (Andersen,
2007; Ezejietal., 2007 y Kristensen et al., 2009), puesto que, estas enzimas permiten
degradar la celulosa que es el componente principal de la membrana celular de la
planta vegetal (Jiménez, 2012; Gutiérrez et al., 2014). El producto obtenido como
resultado de la degradacion celulolictica puede ser utilizado como materia prima para
la generacion de biocombustible, como el etanol o productos de valor agregado
(Pifieros, 2016). Es por tal motivo que se los considera a los residuos lignocelulésicos
como una potencial fuente de energia renovable (Zhang & Lynd, 2004 y Kristensen
et al., 2009)

1.1 Biomasa lignocelulésica en el Ecuador

En el Ecuador, los residuos agroindustriales mas representativos generados por la
agricultura y las grandes industrias son: salvado de arroz, bagazo de cafia, cascara de

cacao Y rastrojo de Maiz (Tallo, hojas); los cuales se detallan a continuacion:

- El salvado de arroz, segun estudio realizado en el 2009 por la Corporacion para
la investigacion energética (CIE) indica que, existe alrededor de 1°322 862
toneladas métricas (TM) de salvado de arroz al afio.

- Bagazo de cafa obtenido luego de extraccion del jugo de cafia, se genera
anualmente 158 000 toneladas métricas (TM) de la produccion de cafia de
azucar (5’ 618 045 TM) cultivada en 79,913 Hectareas (Has) (Pozo, 2011)



- Cascara de cacao correspondiente al 70-75% del peso de cacao, y se genera
176 000 (TM) al afio (Sanchez, 2013).

- Rastrojo de maiz correspondiente al tallo y hojas, se genera entre el 20 y 35%
de rastrojos de la produccidn cultivada en 60 000 hectareas de maiz (MAGAP,
2013).

Los residuos lignoceluldsicos, en lo general, representan pérdidas econémicas para los
agricultores y problemas ambientales, ya que, estos residuos son acumulados para ser
quemados, provocando de tal manera dafios al medio ambiente y a la salud humana
por las emisiones indeseadas (Sanchez et al., 2010 y Samaniego & Espinoza, 2016).
Sin embargo, por su gran disponibilidad, importancia y su bajo costo, hoy en dia estan
siendo utilizados como materia prima para la obtencion de azlcares simples por medio

de la degradaciéon de celulosa (Michelin et al., 2013).

El material lignocelulésico a mas de estar constituido por celulosa, también se
encuentra formado por hemicelulosa y lignina (Figura 1). Cada componente presenta

diferente estructura, y se sitta en diferente posicion de la pared celular de la planta.

La celulosa es un polisacarido lineal insoluble y rigido formado por unidades de D-
glucosa unidas por enlaces glucosidicos -1,4. Las cuales se sitlan en las microfibrillas
(cadena larga lineal) unidas por puentes de hidrdgeno y fuerzas de van der Waal; por
tanto, se lo considera como una estructura cristalina muy resistente a la hidrolisis

enzimatica (Carranza, 2010 y Granda, 2011).

La hemicelulosa que se localiza en la parte intermedia entre la celulosa y lignina, esta
formada de heteropolimeros lineales y ramificados de 6 carbonos (Xilosas, pentosas y
acidos glucorénicos) unidas por enlaces p-1,4, y en ocasiones por enlaces -1,3. Este
material es el mas facil de hidrolizar que la celulosa; al ser una estructura no cristalina
(Prasad & Ankit, 2015). Ademas, como resultado de la degradacion libera

compuestos del grupo de hexosas y pentosas (Granda, 2011).

La lignina presente en la pared celular vegetal se encuentra formando una barrera que
cubre a la hemicelulosa y celulosa. De forma que impide el acceso de la enzima a la
estructura celulosica para su degradacion (Li et al., 2014). La lignina, pélimerica

tridimensional, estd compuesta de tres unidades monomeéricas precursoras de



fenilpropano diferentes, siendo un compuesto no biodegradable (Prasad & Ankit,
2015).
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Figura 1: Estructura del material lignocelulésico en la que se sefiala a la celulosa de color verde,

hemicelulosa de color amarillo y a la lignina en enlaces. Figura adaptada de Ribeiro, et al., (2016)

La composicion lignocelulésica varia segun la fuente y el tipo de residuo, como se

muestra en la Tabla 1.

Tabla 1: Composicién quimica de los diferentes residuos agroindustriales

Residuos o v v Referencia
Celulosa | Hemicelulosa | Lignina
Céscara de cacao 35,4 37 14,7 (Daud et at., 2013)
Rastrojos de Maiz (Carroll &
(tallos, hojas) 37,69 ND 18,59 Somerville, 2008)
~ i i i (Andrade &
Bagazo de cafia 40-50 20-30 18-25 Colodette, 2014)
Salvado de arroz 19,74 ND 6,27 | (Vargas et at.,, 2013)

ND: No determinada

Debido a la estructura robusta que constituye el material lignoceluldsico es necesario
un pretratamiento para alterar su estructura y composicion quimica del material
lignocelulésico (Sukumaran et al.,2005). Este pretratamiento puede ser de tipo
mecanico, fisico, quimico o biologico; su aplicabilidad dependera de sus
caracteristicas y como actue frente a una hidrolisis enzimética (Bansal et al., 2009).



Un pretratamiento efectivo debe reducir la cristalinidad de la celulosa y grado de

polimerizacion (Yang et al., 2011).

1.2 Importancia de enzimas en la degradacién de material lignocelulésico

La aplicacidn de enzimas ha cobrado importancia en la actualidad, pues una de estas
es la utilizacion permite la biodegradacién mas répida de celulosa presente en el
material lignocelul6sico. En contraste, el tiempo de vida estimada para la degradacion
de celulosa (ruptura de enlaces glucosidicos B-1,4) de forma natural es alrededor de 5
a 8 millones de afios (Kristensen et al., 2009). Esto justifica el uso de enzimas para la

degradacion de material lignocelulésico mediante el uso de enzimas.

Por otra parte, la produccion de enzimas celulasas a méas de ser utilizada para la
conversiéon del material lignocelulésico, también tiene aplicabilidad en otras areas
industriales importantes (Singhania et at., 2013 y Bhat, 2000 ), como se detalla a

continuacion en la Tabla 2.

Tabla 2: Aplicaciones de las enzimas en diferentes areas industriales

i ) Aplicaciones de las Enzimas
Area Industrial
“Celulasas”
_ Utilizadas para el ablandamiento del
o Textil ]
algodon (Zhang & Zhang, 2013)
_ Clarificaciobn de jugos de frutas
e Alimentos . .
(Singhania et at., 2013)
Mejora el wvalor alimenticio y el
e Balanceado rendimiento de los animales (Ovando
& Waliszewski, 2005)
Suaviza y reduce mayormente las
e Detergentes particulas de suciedad impregnada en la
prenda (Singhania et at., 2013)
Blanqueamiento de la pulpa de papel
e Papel
(Bhat, 2000)




1.3 Enzimas con actividad celulésica

La hidrolisis enzimatica de la celulosa involucra la participacion de enzimas celulasas
también denominadas como glicosil hidrolasas, las cuales se clasifican segun su

actividad, como se detallan a continuacion:

- Endoglucanasas que hidrolizan los enlaces 1,4-B glucosidicos, en forma
aleatoria en el interior de la cadena (Kristensen et al., 2009).

- Celobiohidrolasas o exoglucanasas que acttian de manera procesiva desde los
extremos de las cadenas de celulosa hidrolizando los enlaces 1,4 B-
glucosidicos, liberando celobiosa como producto final (Divne et al., 2008)

- B-glucosidasas que catalizan la hidrélisis de la celobiosa, liberando B-D-
glucosa (Marin, 2007).

Las enzimas celulasas se obtienen a partir de hongos y bacterias, microorganismos que
han sido estudiados y utilizados para degradar celulosa proveniente de residuos

celuloliticos (Zelena, et al., 2014).

La celobiohidrolasas (CBH) poseen un sitio activo tipico en forma de tunel (Poidevin
et al., 2013) y actta en los extremos reductores (CBHI/ Cel7A) y no reductores
(CBHII/ Cel6A) de la cadena de celulosa. Estas se han obtenido a partir del hongo
Trichoderma reesie del cual se ha estudiado extensamente sus enzimas con actividad
celulésica (Zhang & Lynd, 2004). Pero también se pueden obtener a partir de una
especie bacteriana, Paenibacillus Barcinonensis, el cual posee una elevada actividad
xilanolitica y celulolitica que ha sido aislada de suelos arrozales del delta del Ebro
(Blanco et al., 1993; Sanchez et al.,2003). Estas enzimas producidas por este
microorganismo generan una mayor expresion proteica a tiempos cortos y econémicos
a nivel industrial (Cerda, 2016).



1.4 Antecedentes investigativos

La degradaciéon enzimética de los residuos agroindustriales para la generacion de
nuevos productos se ha convertido en un tema de investigacion relevante a nivel

internacional. A continuacién, se detallan algunos estudios:

Vargas & Pérez (2018), resalta que el aprovechamiento de los residuos
agroindustriales es una alternativa que promueve el desarrollo de tecnologias,
encaminadas hacia una transformacion sostenible de los recursos naturales, tales
como, tecnologias de la ingenieria enzimética y genética. Ya que facilita la produccion
de enzimas a gran escala y fines comerciales (Headon & Walsh, 1994). Pero sugiere
que, antes de llevar acabo dicho proceso, los residuos celulésicos deben ser expuestos
a un pretratamiento para alterar la estructura de la biomasa lignocelulésica. De este
modo disminuir el contenido de lignina, reducir la cristalinidad de celulosa y a su vez
incrementar la porosidad del residuo. Se conoce que el contenido de lignina presente
en la pared celular de la planta, tiende a formar barreras que impide la accién de
enzimas (Krishna, et al., 2001).

Vega (2016) ha obtenido azlcares fermentables a partir de la hidrolisis del bagazo de
cafia de maiz y aserrin de laurel, usando celulasas producidas por hongos celuloliticos.
Estos sustratos son sometidos a un pretratamiento fisico (molienda) por ser un

tratamiento econdmico y de bajo impacto ambiental.

Jeya, et al., (2009) obtuvieron azucares reductores a partir de la hidrdlisis de residuos
de arroz de Trametes hirsuta con un rendimiento del 70% luego de 48 h de hidrolisis.
Para lo cual, los residuos de arroz han sido pretratados quimicamente con hidréxido
de sodio al 2% a 85% durante una hora. Por filtracion se recupera el residuo sélido, se
lava con agua destilada hasta obtener un pH neutro y se seca a 70°C.

La produccion de enzimas obtenidas a partir de hongos y bacterias, se puede lograr
también mediante la aplicacion de la tecnologia del ADN recombinante. Esta
tecnologia permite obtener mayor cantidad de enzimas y la introduccién de
modificaciones para la obtencion de nuevas caracteristicas. Asi lo reporta la
investigacion realizado por Schwarz et al., (1986), en donde clonaron genes de

celulasa de Clostridium thermocellum en la bacteria E.coli. De donde, la enzima



expresada y purificada presento actividad enzimatica sobre los compuestos beta
glucano y liqueno. Igualmente, se han clonado genes de enzimas celulasas de la
bacteria Pectobacterium carotovorum, en E. coli DH5a., la cual demostrd degradacion
del sustrato sintético CMC (carboxi meltil celulosa) (Ibrahim et al., 2013). Esta
produccion de enzimas recombinadas ha resultado un proceso eficiente, rapido y
rentable a nivel industrial. Ya que de esta manera se obtiene grandes cantidades de

producto (enzimas) y sobre todo altamente reproducible (Gonzalez & Fillat, 2018).

Maki, Leung & Qin, (2009) han aislado celulasas de cepas bacterianas (Paenibacillus
y Bacillus) con actividad en celulosa soluble y cristalina. Estas enzimas pueden
clonarse y producirse mas facilmente a través de la recombinacion en un huésped

bacteriano de rapido crecimiento como E.coli.
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1.5 OBJETIVOS
1.5.1 General
Producir la enzima recombinante Cel6D de Paenibacillus barcinonensis para la

degradacion de residuos agroindustriales

1.5.2 Especificos

- Seleccionar y transformar diferentes células con el plasmido que contienen el
gen para la expresion de la enzima recombinante.

- Analizar la sobre expresion de la enzima recombinada Cel6D a escala de
laboratorio

- Evaluar la efectividad enzimatica de Cel6D con el sustrato especifico sintético
PASC

- Determinar la actividad enzimatica de Cel6D en residuos lignoceluldsicos-

agroindustriales

1.6 HIPOTESIS

1.6.1 Hipotesis nula

Ho: La enzima recombinante Cel6D de Paenibacillus barcinonensis obtenida no tiene
la capacidad de degradar sustratos celulésicos provenientes de residuos

agroindustriales.

1.6.2 Hipotesis alternativa
Hi: La enzima recombinante Cel6D de Paenibacillus barcinonensis obtenida tiene la

capacidad de degradar sustratos celulésicos provenientes de residuos agroindustriales.

1.7  Senalamiento de variables de la hipdtesis

1.7.1 Variable independiente
Enzima recombinante Cel6D de Paenibacillus barcinonensis

1.7.2 Variable dependiente
Residuos lignocelul6sicos, cascara de cacao, rastrojo de maiz, bagazo de cafia

y salvado de arroz.

11



CAPITULO Il

METODOLOGIA

2.1 Microorganismos y plasmido utilizado

Las cepas utilizadas en el proyecto de investigacion fueron Escherichia coli (E.coli)
Bl21 (DE3) y E. coli TFH2, las cuales han sido creadas en condiciones de laboratorio
para la produccion de proteinas recombinantes (Jeong, Kim, & Lee, 2015). La cepa
BI21 (DE3), y el plasmido pET28aCel6D que se produce en el microorganismo
Paenibacillus barcinonensis, fue proporcionado por la Dra. Cerda de la Universidad
de Barcelona/Universidad Técnica de Ambato. El plasmido fue seleccionado porque
tiene una gran efectividad en la degradacion de celulosa vegetal (Cerda, 2016). Por
otro lado, la cepa E. coli TFH2 fue proporcionado por el Dr. Teran de la Universidad
Técnica de Ambato. Las dos cepas se conservaron a -80°C y el plasmido se conservo
a-20°C.

2.2 Extraccion de ADN plasmidico

Para la manutencion y duplicacion del plasmido que contiene el gen de expresion para
la enzima recombinante Cel6D se transformaron células competentes de E. coli DHa5.
Posteriormente se extrajo el ADN plasmidico utilizando S.N.A.P. Miniprep
(Invitrogen), para lo cual se siguid el protocolo del kit comercial. Se comprobdé la
pureza y concentracion del plasmido extraido por medio de NanoDrop 2000

(ThermoScientific)

2.3 Preparacion de medio de cultivo y antibiotico

2.3.1 Medio de cultivo

Para el crecimiento de las diferentes células bacterianas en medio liquido y sélido se
utiliz6 medio de cultivo LB (Luria Bertani) (Green & Sambrook, 2012). La
composicion del medio liquido es 10 gr/L de bactotriptona, 5 gr/L de extracto de
levadura y 5 gr/L de NaCl y ademas 15 gr/L de agar para medio solido, los cuales se
suspendieron con agua destilada.

El material de vidrio y medios de cultivos utilizados durante el trabajo de
investigacion, fueron esterilizados por calor humedo en autoclave (Hirayma/HV-110)

por 15 minutos a 121°C.
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2.3.2 Antibiéticos e inductor

Los antibioticos e inductor que se detalla en la Tabla 3, fueron preparados acorde a lo

establecido por (Green & Sambrook, 2012), los cuales se almacenaron a -20°C.

Tabla 3: Antibidticos e inductor con su respectiva concentracion utilizada.

S . . Concentracion final
Antibioticos e inductor Solucion inicial . .
en el medio de cultivo
Cloranfenicol (Cho™) 20 mg/mL en etanol 20 pg/mL
- . 50 mg/mL en agua
Kanamicina (Kan*) bidestilida 50 pg/mL
IPTG 1 M en agua 1 mM
(isopropil-B-tiogalactopirandsido) bidestilada

2.4 Transformacion de células competentes con plasmido de interés

2.4.1
Se reactivaron las cepas de E.coli BL21 (DE3) y E. coli TFH2 en medio LB solido y

Inoculacién y cultivo de microorganismos

liquido. En medio solido, se realizo placas de LB (20 mL) con 20 L de antibiotico
(Cho*) y 300 uL de cada cepa respectiva y se incubd a 37°C por 24 h. En medio liquido
(primer overnight) para cada cepa; se inoculd 200 pL de células en 2 mL de LB con 2
pL de antibidtico y se incubd a 37°C por 24 h con agitacion a 200 rpm (Incubador

Benchmark)

2.4.2 Preparacion de las células competentes

Se utilizd el cultivo nocturno (primer overnight) y se agregdé 10 mL de medio LB
liquido con la cantidad requerida de antibioticos y se dejo6 en la incubadora a 37°C por
una hora a 200 rpm. Se utiliz6 2 mL del overnight para hacer células competentes y el
resto se mezcld con 35% de glicerol y se guardé en alicuotas de 200 uL de cultivo en
tubos eppendorf a -80°C.

Para la preparacion de células competentes se utilizé el método CaCl, (Cohen, et al.,
1972). Para lo cual, se realizd un overnight que contenia 20 mL de medio LB, 20 pL
de antibidtico con 2 mL del cultivo nocturno y se incub6 a 37°C a 200 rpm hasta
cuando el cultivo se encuentre en una fase exponencial temprana de crecimiento
(DOggp 0,3 — 0,4). A continuacion, se reposd en hielo por 20 min y se centrifugo a

3000 rpm por 5 min, transcurrido ese tiempo se descarto el sobrenadante y en el pellet
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se agrego 1 mL de CaCl, 50 mM, luego se reposé en hielo por una hora. Nuevamente
se centrifugd por 15 min a 3000 rpm, se descart6 el sobrenadante, se agregd 1 mL de
CaCl, 50 mM 15% de glicerol y se removi6 en frio con mucho cuidado. Finalmente se

realizo alicuotas de 100 uL y se guardé a 37°C.

2.4.3 Transformacion de células

Para transformar las células se mezcl6 una alicuota de 100 pL de células competentes
con 2 uL del DNA plasmidico con el gen de interés y se mantuvo en hielo por 1 minuto.
Luego se sometio las células a un choque térmico a 42°C por 45 segundos en bafio
termostatico, se colocé en hielo, se afiadié 1 mL de medio LB y se incubé a 37°C por
una hora a 200 rpm. Seguidamente se realiz6 un overnight de 20 ml de LB con su
respectivo antibiotico y 400 pL de células transformadas, posterior a ello se incub6 a
37°C durante toda la noche junto con una siembra en placa de LB con los 200 pL de
células restantes transformadas. Transcurrido el tiempo descrito; en el cultivo nocturno
liquido se afiadi6 30% de glicerol y se guardd en alicuotas de 200 uL en tubos

eppendorf a -80°C y las placas sembradas a -20°C.

2.5 Produccion de enzima

2.5.1 Preparacion del indculo

Se descongelo un eppendorf de 200 uL de células transformadas en hielo y se agregd
a un frasco estéril de 50 mL con 20 mL de medio LB y 20 pg/mL de Kan*y Cho*
respectivo. El pre indculo se incubd a 37 °C por 16:30 h con agitacion de 200 rpm.
2.5.2 Cultivo en matraz

El pre inéculo (2.5.1) se escald a un matraz de 500 mL con 200 ml de medio LB con
los antibidticos correspondientes y se incubd hasta llegar a una fase exponencial
(DOggo 0,6 — 0,8). Esta densidad corresponde al crecimiento exponencial de las
celulas, el cual fue el instante clave para inducir la sobreexpresion de la proteina. Una
vez determinada la fase exponencial se indujo la expresion del gen de interés y
produccién de la proteina recombinante con IPTG 1 mM y se incub6 a 18 horas.
Posteriormente, se colectd las células por centrifugacion a 3000 rpm durante 20 min a
una temperatura de 4 °C, se anadié 5 mL de buffer Tris 20 mM pH 7 y se guardo
a -80°C.
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2.5.3 Obtencion de los extractos celulares (proteina de interés)
Para la ruptura de células se utilizo un sonicador Ultrasonic cell crusher, por tres ciclos
durante 9 min con pausas de 10 s. Se centrifug6 a 14900 rpm por 15 mina 4 °C y se

guardé el sobrenadante a -20°C en alicuotas de 1,5 mL en tubos eppendorf

2.6 Andlisis de expresion de proteina recombinante Cel6D

Para el analisis de la expresion de la proteina de interés se realizd electroforesis en
geles de acrilamida (SDS-PAGE) (Laemmli, 1970). Esta técnica separa las proteinas
segun su peso molecular de manera que se comprobara si la expresion que se llevo a
cabo es correcta. Para visualizar las bandas; en primer lugar, se tifio con azul de

Coomassie por 15 min, se removid y se afiadié la solucion destaining por 24 horas.

2.7 Determinacion de la concentracion aparente de proteina en el extracto
celular
Para su respectiva determinacion se utilizd el equipo NanoDrop 2000

(ThermoScientific). Para ello se requirié de los pardmetros especificos de la enzima,
peso molecular (84kDa) y coeficiente de extincién molar (139437). Estos valores se
obtuvieron a través de la secuencia de aminoacidos de la enzima, analizados en el

programa ProtParam Expasy.

2.8 Preparacion de sustrato especifico sintético y residuos lignocelulésicos

2.8.1 Sustrato especifico sintético PASC

Para la obtencion de la celulosa hinchada (PASC) se sigui6 el protocolo descrito por
(T. M. Wood, 1988), el cual se basa en tratar a la celulosa cristalina con &cido fosférico
al 70%. Para ello se resuspendi6 1 gr de avicel en 100 mL de &cido fosférico y se
incubd a 60°C por 4 horas. Transcurrido este tiempo se afiadio 1 litro de agua destilada
friay se reposé a 4°C por 24 horas para sedimentar por completo el Avicel. Se eliminé
el sobrenadante usando el equipo de separacion Burner. Seguidamente se realizé varios
lavados por medio de filtracion con agua destilada fria, hasta obtener un pH neutro del
Avicel. Una vez alcanzado el pH 7 se resuspendié en 20 mL de agua bidestilada y se
guardo en un tubo falcon Corning a 4°C.
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2.8.2 Residuos lignocelulosicos

Los residuos agroindustriales seleccionados para este proyecto fueron: salvado de
arroz, cascara de cacao; bagazo de cafia y rastrojo de maiz. Los cuales, se obtuvieron
de Santo Domingo, Bafos (Sector Totoras Km 5 1/2) y Latacunga respectivamente. A
cada residuo se someti6 a un pretratamiento mecénico y se esterilizé en un autoclave
(Hirayma/HV-110) por dos horas a 121°C. Luego, se tamiz6 para una reduccion de
tamario de particula, utilizando tamiz de malla nimero 50 (0,30 mm) y 100 (0,15 mm)
(Humboldt).

2.9 Determinacion de la actividad enzimatica en sustrato especifico y residuos

lignocelulésicos

En tres tubos eppendorf con 10 mg de residuo lignocelulésico y en un tubo eppendorf
25 pL de sustrato especifico (PASC), se afiadié 50 pL de buffer acetato 50 mM pH 4
y 100 pL de enzima. Luego se incub6 a 25°C con 150 rpm a tiempo de 30, 120 y 240
min respectivamente, terminado el tiempo de reaccion enzimética se coloco en hielo
para que la enzima retenga su proceso de degradacion. El proceso se realizé para cada
uno de los residuos. A continuacion, se evaluo la concentracion de glucosa producida
por la enzima celulasa a partir de los sustratos celuldsicos por el método de DNS
(Miller, 1959) de la siguiente manera: en cada tubo eppendorf se afiadié 100 pL de la
solucion de DNS y se puso en una plancha de calentamiento (Labnet) para inactivar a
la enzima a 99,5°C por 5 min. Posteriormente las muestras se enfriaron por 5 min para
retener la reaccion y luego se afiadié 150 pL de agua miliQ y se centrifug6 a 13000
rpm a 4°C por 5 min (centrifuga eppendorf Hettich). Finalmente se tom6 200 L de
sobrenadante y se dispuso en una placa multipocillo (96 pozos) para proceder a la
lectura a 540 nm en el espectrofotdmetro para microplacas (Thermo Scientific
Multiskan). Para su determinacidn respectiva de concentracion de glucosa en cada una
de las muestras celul6sicas, se utilizé glucosa como estandar. Para lo cual sé prepard
soluciones de 1 a 10 mg por mL de agua destilada. Luego se aplico el mismo método
de DNS de las muestras.

La actividad enzimatica especifica se expres6 en U/mg proteina, equivalente a la
cantidad de enzima (Unidades) requerida para liberar 1 mg/mL de glucosa de muestra

evaluada (sustrato especifico- residuo lignocelulésico).
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2.10 Identificacion de los productos de reaccion mediante cromatografia de
capa fina.

Para identificar los productos generados por la hidrélisis enziméatica de la celulasa

sobre los diferentes residuos lignoceluldsicos se utilizé la cromatografia de capa fina

(TLC) de alta resolucién. Para lo cual se realizo la reaccion enzimatica (10 mg de

sustrato y 100 pL de enzima) incubados a 120 y 240 min. Se centrifugé a 12000 rpm

por 5 min a 4°C y se guardd el sobrenadante a -20°C para su posterior analisis.

2.11 Disefio experimental y Analisis estadistico

Se aplico un disefio factorial AXBxC con dos réplicas, valorando los diferentes tipos
de residuos agroindustriales, Tipo de muestra y tiempo de incubacion (Tabla 4). Los
datos fueron analizados en el programa estadistico STATGRAPHICS utilizando un

ANOVA multifactorial con un 95% de confianza.

Tabla 4: Factores y niveles del disefio experimental

Factores Niveles
_ a0 Cascara de Cacao
. Factor A al Rastrojo de maiz
Tipos de residuos —
agroindustriales |22 Bagazo de Cafia
a3 Salvado de Arroz
Factor B: Tamario | b0 0,15
de particula (mm) |p1 0,30
Factor C: Tiempo 0 30
de incubacion (min) cl 120
c2 240
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CAPITULO 111

RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Andlisis y discusion de los datos

3.1.1 Expresion de la proteina Cel6D de Paenibaciullus barcinonenesis en la

bacteria (E.coli)

Para evidenciar si las bacterias E.coli BL21 (DE3) y E.coli BL21 (TFH2) trasformadas
con el plasmido pET28aCel6D expreso la proteina de interés Cel6D después de la
induccion (ImM IPTG, 25 °C, 18 h en agitacién a 200 rpm), el extracto soluble, se
analizo por electroforesis de geles de poliacrilamida (SDS-PAGE) (Figura 2). Se
observo que, en el carril A correspondiente a la cepa recombinante E.coli (TFH2)/
pET28aCel6D hubo expresion de proteina (banda de alta intensidad), en comparacion
al carril B de la cepa recombinante E.coli (DE3)/pET28aCel6D que no mostro
expresion. Se presume que la no expresion de la proteina pudo ser afectada por una de
las condiciones de induccion, o a su vez por las condiciones del laboratorio.
(Papaneophytou & Kontopidis, 2014), ya que, con respecto a otros estudios
reportados en bibliografia sefialan que han obtenido expresion de la proteina Cel6D al
emplear una concentracion de induccion de 0,5 mM IPTG por 18 h a 16 °C (Cerda,
2016). Dado que, la utilizacién de una baja concentracion de inductor ayuda a que la
proteina se exprese de manera soluble, y el al emplear una mayor concentracion del

inductor puede reducir la solubilidad de la proteina Hayat et al., (2018)
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Figura 2: Extractos de la fraccion soluble: (A) E. coli (TFH2) /pET28aCel6D y (B) E. coli BL21 (DE3)
/ pET28aCel6D, electroforesis en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE)

3.1.2 Cuantificacién de Azucares reductores

Para valorar la hidrolisis de los residuos lignocelulosicos se empled el metodo de DNS
establecido por Miller (1959). Este método ha sido seleccionado por ser eficiente y
preciso en la determinacion de azucares reductores de la hidrolisis de biomasa (Wood
et al., 2012). Como resultado de la hidrolisis se observo que existe mayor liberacién
de azucares en los sustratos de menor tamafio de particula (0,15 mm) en relacion a los
sustratos de mayor tamafio de particula (0, 30 mm); aunque su diferencia es minima,
tal como se observa en la Tabla 5. Esto se debe a que, los sustratos al ser sometidos a
un proceso de molienda permiten aumentar el area de superficie para la accesibilidad
de la enzima al sustrato, por ende, al reducir el tamafio de las particulas aumenta el
area de superficie especifica y con ello aumenta la liberacion de azlcares durante la
degradacion lignocelulosica (Lopez et al., 2013). Sin embargo, en el residuo de
salvado de arroz no se detectd liberacion de glucosa, esto pudo deberse a su alto
contenido de lignina presente en su estructura, lo cual, es un obstaculo para que la

celulasa actle sobre el salvado de arroz y pueda ser degradada (Li et al., 2014).
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Tabla 5. Valores obtenidos de la cuantificacion de azUcares reductores (mg/mL)

Tiempo de Residuo Tamario de particula (mm)
incubacion _ o
(min) lignoceluldsico 015 0.30
Cascara de cacao 4,5360 4,1850
Rastrojo de maiz 3,2820 2,6341
%0 Bagazo de cafa 8,2660 5,1880
Salvado de arroz N.D.
Céscara de cacao 4,2918 3,4440
Rastrojo de maiz 2,2464 2,1222
120 Bagazo de cafa 3,8258 2,4966
Salvado de arroz N.D.
Céscara de cacao 1,9332 1,3564
240 Rastrojo de maiz 2,0172 1,7613
Bagazo de cafa 2,3724 1,5474
Salvado de arroz N.D.

N.D. No detectada

3.1.3 Actividad especifica aparente sobre el sustrato especifico (PASC) y

residuos agroindustriales

La actividad especifica aparente de la celulasa determinada a partir de la cuantificacion
de los azucares reductores (Tabla 6), mostrd actividad a los 30 min de incubacion
sobre el PASC, con un valor de 0,0001 U/mg. Este resultado es bajo en comparacion
a lo reportado por Cerda (2016) pues, en el estudio que ha realizado sobre enzimas
modificadoras de la pared celular indica que, la actividad enzimatica Cel6D sobre el
PASC es de 0,66 U/mg proteina; esta discrepancia posiblemente se deba a varios
factores como temperatura o pH. Debido que, la degradacion del sustrato PASC se ha
realizado a 47°C, mientras que, en el presente estudio se realiz6 los ensayos a 25 °C,
la cual es una temperatura en donde la celulasa es estable durante 3 horas; a 45 °C la

enzima mantiene el 57% de la actividad y a 55 °C la enzima tiende a ser inestable
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(Figura 3). Por otra parte, la enzima celulasa mostré actividad sobre cada uno de los

residuos a excepcion en el salvado de arroz.

Tabla 6 Actividad especifica aparente U/mg

Tiempo de Sustratos U/mg proteina
incubacién (min) PASC * 0,66
PASC 0,0001
Cascara de cacao 0,0016
30 Rastrojo de maiz 0,0011
Bagazo de cafa 0,0028
Salvado de arroz N.D.
Cascara de cacao 0,00037
120 Rastrojo de maiz 0,00019
Bagazo de cafa 0,00033
Salvado de arroz N.D.
Cascara de cacao 0,00006
240 Rastrojo de maiz 0,00009
Bagazo de caia 0,00010
Salvado de arroz N.D.

* = Actividad especifica reportada bibliograficamente
N.D. No detectada

100
20
)
40

20

Actividad Residual (%)

[ 6l 120 180
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Figura 3: Estabilidad de celulasa (Cel6D) sobre PASC en relacion a la temperatura. Figura adaptada de
Cerda (2016).
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En la Tabla 7 se muestra el analisis de varianza (ANOVA) de la actividad especifica
aparente (U/mg proteina). Se establece que, el Factor A (Tipo de residuos
lignocelulésico), Factor B (Tiempo de incubacidn) y las interacciones AxB tienen un
efecto estadisticamente significativo sobre U/ mg proteina con un 95,0% de nivel de
confianza, y no existe diferencia significativa en el Factor B (Tamafio de particula), ya
que, la diferencia de actividad entre si es minima. No obstante, para mejores resultados
de actividad especifica se puede trabajar con los sustratos de menor tamafio de

particula.

Tabla 7: Andlisis de Varianza para la actividad especifica aparente de Cel6D sobre
diferentes residuos lignoceluldsicos (U/ mg proteina).

Fuente Suma de Gl| Cuadrado | Razén-|Valor-P
Cuadrados Medio F
EFECTOS
PRINCIPALES
A: Tipo de residuo 0,00000204667 |2 |0,0000010233 |8,94 0,0020
lignoceluldsico 3

B: Tiempo de incubacion |0,000011655 2 |0,0000058275 |50,92 |0,0000
(min)

C: Tamafio de particula  |1,87778E-7 1 |1,87778E-7 |1,64 0,2165

INTERACCIONES

AB 0,00000169833 |4 |4,24583E-7 |3,71 0,0226
AC 5,55556E-8 2 |2,/7778E-8 10,24 0,7870
BC 3,17222E-7 2 |1,88611E-7 1,65 0,2202
ABC 1,99444E-7 4 14,98611E-8 0,44 0,7811
RESIDUQOS 0,00000206 18 |1,14444E-7

TOTAL (CORREGIDO) |0,00001828 |35

Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual

En el test de rango multiple (Figura 4) para el efecto principal, Factor A,
correspondiente a los tipos de residuos muestra que hay diferencias estadisticamente
significativas entre el Bagazo de cafia con respecto a la cascara de cacao y Rastrojo de
maiz, con un nivel de confianza del 95%. Pero no hay diferencia significativa entre la
cascara de cacao Y rastrojo de maiz. Como resultado de esta evaluacion, el bagazo de
cafla muestra mayor valor de la media de actividad especifica; seguido esta la cascara
de cacao y rastrojo de maiz. Esta diferencia puede deberse a la composicion
lignoceluldsica que se encuentra en su estructura (Tabla 1). En el salvado de arroz la

enzima recombinante no muestra actividad enzimatica, por tanto, el valor de la media
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fue inferior a 1. Para su degradacion se requiere de una enzima xilanasa o de la

combinacion de enzimas en su reaccion (Straw et al., 2019).

Medias y 95,0% de Tukey HSD

(X 0,0001)
12

10

U/mg proteina
»
|III|III|III|III|III|III|
|III|III|III|III|III|III|

Bagazo de cafia  Cascarade cacaoc  Rastrojo de maiz
Tipo de residuo lignocelulésico

Figura 4 Prueba de Tuckey al 95% de confianza para los diferentes sustratos celuldsicos: Bagazo de
cafia; Residuos cascara de cacao y Rastrojo de Maiz

Ademas, en la Figura 5 se evalUa el efecto de las interacciones AXB (Tipo de residuo-
Tiempo de incubacion) sobre la actividad enzimética, donde el mayor efecto de la
interaccion se da con el residuo del bagazo de cafia y el tiempo de incubacion de 30
min, con un valor de 0,0028 U/ mg proteina. Al mismo tiempo, esta la cascara de cacao
y rastrojo de maiz con una actividad de 0,0016 y 0,0011 U/mg respectivamente. Entre
los tiempos de incubacion de 120 y 240 min la actividad enzimética sobre los
diferentes residuos lignoceluldsicos presenta un comportamiento similar, es decir que

no existe diferencias entre el 120 y 240 min.
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Gréfico de Interacciones
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Figura 5: Actividad especifica obtenida de los diferentes residuos lignocelulésicos: Bagazo de cafa);
Residuos cascara de cacao; Rastrojo de Maiz y Salvado de arroz; en funcion de los tiempos de
incubacion: 30, 120 y 240 min respectivamente

La disminucion de la actividad especifica al trascurrir el tiempo de incubacion de 30
min a los 120 y 240 min puede deberse a que, luego de alcanzar su maxima actividad
inicialmente, la velocidad de reaccion disminuye rapidamente a medida que aumenta
la conversion de la celulosa (celobiosa) (Eriksson et al., 2002). Lo cual, conlleva a la
produccién de una inhibicién por producto final en la hidrélisis enzimatica.
Kristensen, et al., (2009) reporta que, ha obtenido una tendencia lineal decreciente de
conversién enzimatica (glucosa, celobiosa) por la concentracion de producto final. Los
mismos que han sido generados a elevadas concentraciones de sustrato celulosico en
la hidrolisis lignocelulésica respectiva. Por otro lado, Belanche & Pérez (1994)
manifiesta que, al actuar la enzima celobiohidrolasa de modo individual en el proceso
de la degradacion celulolitica, puede generar una inhibicion competitiva, entre la union
de enzima y sustrato o enzima y producto. Para ello, la intervencion de una enzima 3
glucosidasa en la hidrolisis enzimatica evitaria una inhibicion competitiva de la
celobiohidrolasa (CBH) (Singhania et al., 2013).

24



3.1.4 Anadlisis de los productos de reaccion mediante cromatografia de capa
fina.

En la Figura 6, se observo los productos liberados durante la reaccién enzimatica
mediante cromatografia de capa fina de alta resolucion. Se cree que se obtuvo
celobiosa en el bagazo de cafia, rastrojo de maiz, y muy leve en la cascara de cacao,
ya que, (Poidevin et al., 2013 y Divne et al., 2008) indican que la celobiosa es el
producto final de hidrolisis de la celobiohidrolasa que actla sobre el extremo no
reductor de la celulosa. Sin embargo, es posible que libere en la fase final de la
hidrdlisis, glucosa (Divne et al., 2008). En el salvado de arroz no se observa ningln

producto, lo cual concuerda con la falta de liberacion de azlcar reductor reportado
anteriormente.

= ey = =
i} L = = ] 8 O
S i ke 4 x @
¢— Glucosa
1«— Celobiosa
- " - Wil Ly

Figura 6 Analisis mediante cromatografia de capa fina de alta resolucién de los productos generados
de la degradacién enzimatica de sustratos celulésicos. Para cada sustrato (10 mg) se incub6 con la
enzima Cel6D (100 pl) a 55°C. Las diferentes muestras, se tomaron a tiempos entre 2 y 4 horas: Salvado
de arroz (SA), Rastrojo de Maiz (RTM), Residuo cascara de Cacao (RCC) y Bagazo de Cafia (BC).

Estandar de azlcar: Glucosa (EG) y como muestra de Celobiosa (EC) se utiliz6 el hidrolizado del PASC
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3.2 Verificacion de la Hipotesis

Segun los resultados obtenidos y analizados (ANOVA) con un nivel de confianza de
95%); se rechaza la hipdtesis nula y se acepta la hipétesis alternativa. Dado que la
enzima recombinante E.coli (TFH2)/pET28aCel6D de Paenibacillus barcinonensis
obtenida si tiene la capacidad de degradar residuos lignocelulésicos, excepto el salvado
de arroz. La mayor actividad especifica se obtuvo en el bagazo de cafia a 30 min de

incubacion.
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CAPITULO IV

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

4.1 CONCLUSIONES

- La enzima Cel6D de Paenibacillus barcinonensis producida de forma
recombinante mostrd6 potencial para la degradacion de residuos

agroindustriales ricos en material lignocelulésicos.

- Se determiné que la linea celular E. coli (TFH 2) fue efectiva para la expresion

de la enzima pET28aCel6D de Paenibacillus barcinonensis

- Se analiz6 la expresion de la enzima recombinante E. coli
(TFH2)/pET28aCel6D a escala de laboratorio, en la que se considerd el tiempo
hasta alcanzar su densidad dptica, a 37°C por 4 horas, y tiempo de induccién
de IPTG a 25°C por 18 horas.

- Seevaluo la efectividad enzimatica de la celulasa sobre PASC, la cual muestra
actividad especifica aparente a los 30 min de incubacion, con un valor de
0,0001 U/mg proteina, el cual, disminuye al transcurrir los 120 y 240 min de

incubacion.

- Se determin0 la actividad especifica aparente de la celulasa sobre los residuos
lignocelulésicos, mostrando mayor actividad en residuos que contienen mayor
porcentaje de celulosa en su composicion lignoceluldsica. Ademas, se observo
que dicha actividad disminuye al transcurrir las dos horas de incubacion, pues
la conversién celuldsica generada (celobiosa) empieza a actuar como un

represor de la enzima.
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4.2 RECOMENDACIONES

Se requiere trabajar con una enzima completamente purificada

Se requiere de una enzima xilanasa para degradar la lignina del salvado de

arroz y con ello facilitar la unién entre enzima y sustrato.
Para evitar la inhibicion por producto en la degradacion lignocelulésica, se

requiere de un complejo enzimético, ya sea de la intervencion de una

endoglucanasa o B-glucanasa (Sinergismo).
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