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RESUMEN EJECUTIVO

La finalidad de este estudio fue la obtencion de la enzima recombinante Xyn30D
proveniente de Paenibacillus Barcinonensis, la cual posterior a su expresion en E. coli
BL21(DE3) y (TF2) y extraccion, se analizé su actividad degradadora sobre residuos

agroindustriales en funcion de su actividad enzimatica especifica (U/mg de proteina).

La actividad enzimatica se midio a través de la cuantificacion de azucares reductores
producidos de la digestion de los residuos agroindustriales después de la reaccién
enzimatica a 50 °C y a diferentes intervalos de tiempo. La cascara de cacao fue el
sustrato que present6 mayor actividad enzimatica (468,3 U/mg proteina) con un tiempo
de incubacidon de 15 minutos, seguida de bagazo de cafia, rastrojo de maiz y salvado
de arroz. Adicionalmente se calculd la actividad enzimética sobre su sustrato éptimo
(xilano de madera de haya) con reacciones enzimaticas a 15 y 30 minutos, obteniendo

valores de 88,67 y 57,46 U/mg proteina.

Por ultimo, la identificacion de los productos generados por la reaccion enzimatica de
Xyn30D sobre residuos agroindustriales mediante la técnica de HPTLC, el cual mostro
los productos de degradacion obteniendo xilobiosa y xilooligosacaridos como se
menciona en bibliografia. Por otra parte, al analizar los productos de degradacién de
la sinergia entre Xyn30D y Cel6D se obtuvo xilobiosa, celobiosa, celooligosacaridos

y xilooligosacaridos.

Palabras claves: Residuos agroindustriales, xilosa, Paenibacillus barcinonensis,

celobiosa, xilano, xilooligosacaridos.
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ABSTRACT

The purpose of this study was to obtain the recombinant enzyme Xyn30D from
Paenibacillus Barcinonensis, which after its expression in E. coli BL21 (DE3) and
(TF2) and extraction, its degrading activity on agroindustrial waste was analyzed based

on its specific enzyme activity (U/mg protein).

Enzymatic activity was measured through the quantification of reducing sugars
produced from the digestion of agroindustrial waste after the enzymatic reaction at 50
°C and at different time intervals. Cocoa husk was the substrate that showed the highest
enzymatic activity (468.3 U/mg protein) with an incubation time of 15 minutes,
followed by cane bagasse, corn stubble and rice bran. Additionally, the enzymatic
activity on its optimal substrate (beech wood xylan) was calculated with enzymatic

reactions at 15 and 30 minutes, obtaining values of 88.67 and 57.46 U/mg protein.

Finally, the identification of the products generated by the enzymatic reaction of
Xyn30D on agroindustrial waste by means of the HPTLC technique, which showed
the degradation products obtaining xylobiose and xylooligosaccharides as mentioned
in the literature. On the other hand, when analyzing the degradation products of the
synergy between Xyn30D and Cel6D, xylobiose, cellobiose, celooligosaccharides and

xylooligosaccharides were obtained.

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

xylan, xylooligosaccharides.
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CAPITULO |

MARCO TEORICO

1.1.Pared celular vegetal y su importancia fisioldgica.

La pared celular de las plantas es una fusion compleja de carbohidratos, proteinas,
lignina, agua y sustancias incrustantes como la cutina, suberina y compuestos
inorganicos que varian entre especies de plantas, tipos de células e incluso de células
vecinas (Showalter, 1993). Es también una fuente primaria de celulosa, considerada
el componente méas abundante y atil de la Tierra (Cosgrove, 2005). La pared celular
no solo vigoriza el cuerpo de la planta, asimismo cumple diferentes roles en el
crecimiento de esta, en la diferenciacion celular, la comunicacion intercelular, y en el

movimiento de sustancias de defensa y agua. (O’Neill & York, 2003)

La pared celular es usualmente clasificada como pared celular primaria y secundaria.
Esto depende mucho de sus propiedades mecénicas y composicion quimica. La pared
celular primaria (Fig 1A) es una estructura mecanicamente dinamica, que recluye a la
célula durante el periodo de crecimiento rapido posterior a la division celular (York,
Darvill, McNeil, Stevenson, & Albersheim, 1986). Los principales componentes son
polisacaridos como celulosa, hemicelulosas, pectinas y agua (60-70%) (Cosgrove,
2005; Loqué, Scheller, & Pauly, 2015; Showalter, 1993).

La pared celular secundaria (Fig 2B) es una estructura mecanicamente estatica que
determina la forma y tamafio de la célula madura. (Nakano, Yamaguchi, Endo,
Rejab, & Ohtani, 2015). Esta formada por celulosa, hemicelulosas, lignina, y agua
(5%) (Cosgrove, 2005; Loqué et al., 2015; Showalter, 1993).



Celulosa Hemicelulosa Homogalacturonanos Pectina Rhamnogalacturonan Lignina

S Xiloglucano x Ca?reticulado n J w
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AAAA
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Figura 1. Pared celular vegetal. (A). Modelo de la pared celular primaria. (B). Modelo de la pared

celular secundaria (Loqué et al., 2015).

1.1.1. Celulosa.

La celulosa es el biopolimero natural renovable y mas abundante de la Tierra, puede
ser potencialmente sometida a bioconversion en una variedad de productos de valor
agregado (Baramee et al., 2017). Es el polisacarido mas conocido de la pared celular.
Es particularmente abundante en la pared celular secundaria, con alrededor del 20% -
30% de la masa seca de la mayoria de la pared celular primaria (McNeil, 1984). Su
composicion quimica consiste en cadenas lineales de glucosa unidas por enlaces B-

1,4 unidos a moléculas de glucosa conectadas por puentes de hidrégeno que



empaquetan una estructura altamente cristalina recalcitrante (Cerda-Mejia,
Valenzuela, Frias, Diaz, & Pastor, 2017).

1.1.2. Lignina.

La lignina es después de la hemicelulosa, el tercer biopolimero terrestre més
abundante, cuenta con aproximadamente el 30% del carbdn orgénico en la biosfera, es
crucial para la integridad estructural de la pared celular, rigidez y resistencia del tallo.
Adicionalmente, impermeabiliza la pared celular, lo cual permite el transporte de agua
y solutos a traves del sistema vascular y en la proteccion de la planta contra patdgenos
(Boerjan, Ralph, & Baucher, 2003). Son heteropolimeros arométicos derivados de
tres monomeros, los alcoholes p-cumarilico (4-hidroxicinamilico), coniferilico (4-
hidroxi-3-metoxicinamilico) y sinapilico (4-hidroxi-3,5dimetoxicinamilico), que se
enlazan por polimerizacion oxidativa, dando lugar a una red tridimensional con
diferentes tipos de enlaces (Figura 2) (Vanholme, Demedts, Morreel, Ralph, &
Boerjan, 2010). Se encuentra depositado principalmente en la pared celular secundaria

y mantiene unidas las fibras celulésicas (Cerda, 2016).

//

~OH OH

p-coumaryl coniferyl
alcohol alcohol

Figura 2. Estructura y composicion de la lignina (Boerjan et al., 2003)



1.1.2.1.Biomasa lignocelulésica en el Ecuador.

La biomasa de origen lignoceluldsico esta constituida fundamentalmente por celulosa,
hemicelulosas y lignina, tienen la ventaja de ser biodegradables y renovables. Posee
amplias aplicaciones y constituye la base de muchas industrias como la de la celulosa
y papel, industria quimica y de produccion de derivados de gran importancia y valor
agregado (Abril & Navarro, 2012).

Ecuador es un pais fundamentalmente agricola. Registrd6 en 2010 una superficie
dedicada a la agricultura de 7°303.674 hectareas segun encuestas del Instituto Nacional
de Estadisticas y Censos (Cedefio, Quijije, & Lozano, 2018). Los cultivos de cacao
(Theobroma cacao L.), arroz (Oryza sativa), maiz (Zea mays) y cafia de azucar
(Saccharum spp. hibrido) son de alta importancia econémica para el pais y cubren una
extension de suelo agricola representativa de 1°387.453 hectareas. (Instituto Nacional

de Preinversion, 2014).

Los residuos agroindustriales utilizados presentan una composicién mencionada en la
Tabla 1 la que indica que el residuo con mayor cantidad de hemicelulosa es la cascara

de cacao.
Tabla 1: Composicion quimica de los diferentes residuos agroindustriales

% % %

Residuos Celulosa | Hemicelulosa | Lignina Referencia
Céscara de cacao 35,4 37 14,7 (Daud et al., 2013)
Rastrojos de Maiz (Carroll &

(tallos, hojas) | <709 ND 1859 1 somenville, 2008)
Bagazo de cafia | 40-50 20-30 18-25 (MBI &

Colodette, 2014)
(Vargas, Alvarado,
Salvado de arroz 19,74 ND 6,27 Vega Baudrit, &
Porras, 2013)

*ND: No determinada

El cacao ecuatoriano es apreciado internacionalmente por las caracteristicas Unicas y
calidad de sus almendras. Por tal motivo es un producto de exportacion
econdémicamente relevante para el pais (Sanchez. et al., 2015). La cascara de cacao

constituye el 80% del fruto y es un producto de desecho utilizado principalmente en la



fertilizacion de suelos (Camacho, 2015). La produccion anual de cacao en el afio 2012
fue de 160.242,21 (TM/ano) con un total de 1°986.314,08 (TM/afio) de residuos

(Instituto Nacional de Preinversion, 2014).

El arroz es la semilla de la planta Oryza sativa. Después del maiz, el arroz es el segundo
cereal en produccion mundial es decir que el arroz es el cereal mas importante en la
alimentacion humana actual (Martinez & Jiménez, 2016). La produccion de arroz en
el afio 2012 fue de 1°538.111,64 (TM/afio) con un total de 2°099.527,92 (TM/ano) de
residuos (Instituto Nacional de Preinversion, 2014). El salvado, uno de los
subproductos del arroz, se obtiene como resultado de pulir o blanquear el arroz integral
para producir el arroz blanco; el cual representa el 10% del peso del grano (Diaz,
2014).

El maiz (Zea mays) es una graminea anual originaria de México. Actualmente es el
cereal mas sembrado y volumen de produccion en el mundo, superando al trigo y el
arroz. Este cuenta con una produccion anual de 920.280,42 (TM/afio) en el afio 2012.
En cuanto a sus residuos, estos representan un total de 414.126,17 (TM/afio) (Instituto

Nacional de Preinversion, 2014).

La cafia de azUcar (Saccharum spp. hibrido), es un cultivo emparentado con el sorgo
y el maiz en cuyo tallo se forma y acumula un jugo rico en sacarosa. Constituye el
cultivo de mayor importancia en la produccion azucarera, ademas de poseer varios
subproductos; entre ellos la produccidn de energia eléctrica derivada de la combustion
del bagazo y alcohol de diferentes grados como carburante o farmacéutico (Arellano
et al., 2009; Instituto Nacional de Preinversion, 2014).

En el 2012 existio una produccion de 4°958.804,13 (TM/afio) de cafia de azucar con
un total de desperdicio de 798.966,16 (TM/afio) (Instituto Nacional de Preinversion,
2014) del cual, el 16,112% representa el total de los residuos agricolas que genera la

cafia de azUcar.

Asi la biomasa es una de las fuentes de energia renovable mas importante, porque
posee polisacaridos que pueden ser aprovechables, ya que proviene de los residuos de
la materia organica. Dichos residuos se originan principalmente de actividades
agropecuarias, forestales y foresto industriales, residuos urbanos y ademas cultivos

con fines energéticos (Instituto Nacional de Preinversion, 2014).



1.1.3. Hemicelulosa.

Las hemicelulosas son polisacaridos mas heterogéneos y son la segunda estructura
organica mas abundante en la pared celular. (Vries, 2001). La composicién de la
hemicelulosa varia entre especies y tejidos (Valenzuela, 2012). Entre los
carbohidratos poliméricos que constituyen la hemicelulosa, se incluyen manano,
glucomanano, galactoglucomanano, calosa, xiloglucano y xilano; al ser este ultimo, el
principal componente de la hemicelulosa y constituye el segundo polimero mas
abundante en la tierra después de la celulosa. Representa aproximadamente un tercio

del carbono orgénico renovable del planeta (Collins, Gerday, & Feller, 2005).

1.1.3.1.Xilano.

Es la principal hemicelulosa en maderas duras de las angiospermas y menos abundante
en las maderas blandas de las gimnospermas, representando aproximadamente el 15-
30 % y el 7-12 % de sus pesos secos totales, respectivamente (Wong, Tan, & Saddler,
1988). Los xilanos son las hemicelulosas dominantes en las plantas de todas las

especies de Gramineae (Wilkie, Kennet, & Swee.-Leng, 1977).

Estan compuestos por una cadena principal de residuos de xilopiranosa unidos con
enlaces B-1,4 sustituidos de forma variable. Una modificacion comun de los xilanos es
la sustitucion con residuos a-1,2-glucuroxilano y 4-O-metil glucuroxilano (Valls,
Diaz, Pastor, & Valenzuela, 2016).

1.1.3.2.Xilanasas.

Las xilanasas son glucosidasas (O-glucosidos hidrolasas, EC 3.2.1.x), las que catalizan
la endohidrdlisis de los enlaces 1,4-B-D-xilosidicos en xilano. Son un grupo extendido
de enzimas, involucradas en la produccion de xilosa, la cual es una fuente primaria de
carbono para el metabolismo celular (Prade, 1995). Son producidas por bacterias,
algas y hongos, en su gran mayoria estas enzimas son de origen fungico o bacteriano,
extracelulares o unidas a membrana, mesofilicas, y de actividad 6ptima a pH neutro o
ligeramente acido (Montoya, 2012). Las xilanasas bacterianas tienen diferentes
caracteristicas en comparacion con enzimas fungicas como en el pH optimo o su

especificidad del sustrato, el cual puede ser beneficioso en diferentes aplicaciones



(Poutanen, 1987). Dentro de este contexto, las xilanasas junto con otras enzimas como
celulasas, son enzimas claves en la degradacion del material de desecho

lignocelulésico, el cual se emplea como materia prima en este proceso (Polo, 2016).

1.1.3.3.Degradacion enzimatica del xilano.

La degradacion completa del xilano depende de la cooperacion de toda una bateria
enzimatica. Dentro de este grupo se destacan las siguientes enzimas: B-1,4
endoxilanasas (EC 3.2.1.8), que hidrolizan los enlaces [3-1,4 que unen las xilosas del
esqueleto de xilano de manera aleatoria, produciendo xilooligosacaridos de tamafios
variables y las B-xilosidasas (EC 3.2.1.37) que hidrolizan los xilooligosacaridos
formados por las endoxilanasas (Figura 3). Las cadenas laterales presentes en el xilano
se hidrolizan por la accion de o-L-arabinofuranosidasas (EC 3.2.1.55), a-D-
glucuronidasas (EC 3.2.1.139), acetilxilano esterasas (EC 3.1.1.72) y feruloil esterasas
(EC 3.1.1.73) (Cerda, 2016) y p-cumérico esterasas (Figura 3). (Sainz, 2015).
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Figura 3. Estructura hipotética del xilano indicando sus ramificaciones y los diferentes sitios de corte

de las enzimas del sistema xilanolitico. (Beg, Kapoor, Mahajan, & Hoondal, 2001)



1.2.Paenibacillus barcinonensis.

P. barcinonensis es una bacteria grampositiva, endosporulada identificada como una
nueva especie.(Sanchez et al., 2005), fue aislada a partir de suelos de arrozal
provenientes del Delta del Ebro (Espafia) y seleccionada en funcion de su elevado
poder Xxilanolitico, determinado por la produccién de numerosas xilanasas tanto
extracelulares como intracelulares (Blanco & Pastor, 1993). Por otra parte,
Paenibacillus es un nuevo género de bacterias escindidas del género Bacillus, definido
en 1993 (Ash, Priest, & Collins, 1993).

P. barcinonensis fue seleccionada como una especie productora de alto nivel de
xilanasas en un medio suplementado con paja de arroz, demostrando la presencia de

complejos sistemas de enzimas para degradacion de xilano (Sanchez et al., 2005).

1.3.Xyn30D

Esta enzima multidominio compuesta por un modulo catalitico que pertenece a la
familia GH30 y un moédulo de union a carbohidratos perteneciente a la familia CBM35,
es una enzima xilanolitica proveniente de Paenibacillus barcinonensis, posee un peso
molecular aparente de 59 kDa y un punto isoeléctrico de 6. El sustrato preferido por
Xyn30D fue xilano de madera de haya y en sustratos que contengan glucoroxilanos y
acido metil gluconico, mostrando parametros cinéticos con un Kn de 14,72 mg/mL y
un valor de Kcat de 1,510 mint (Valenzuela, Diaz, & Pastor, 2012). Las condiciones
Optimas de termoestabilidad para Xyn30D permanecieron altas a 50 °C después de 3

horas de incubacién en buffer fosfato 150 mM a pH 6,5. (Valenzuela, 2012).

1.4.Cel6D

Enzima celobiohidrolasa proveniente de Paenibacillus barcinonensis, presenta un
peso molecular aparente de 84 kDa. Tiene especificidad hacia el sustrato celulésico
PASC (Celulosa hinchada) con un total de 0,66 U/mg proteina. (Cerda, 2016). El
analisis del modo de accion de Cel6D indico que libera celobiosa como el Unico
producto de hidrolisis de la celulosa, mostrando parametros cinéticos determinados en
PASC con un Kmde 68,73 mg/mL y Vmax de 1,73 U/mg. La enzima mostro actividad
maxima a 47 °C en buffer acetato 50mM a pH 4. (Cerda-Mejia et al., 2017)



1.5.Aplicaciones biotecnoldgicas de las xilanasas.

Las xilanasas son usadas como aditivos para el mejoramiento de la digestibilidad de
los alimentos, es usada también en la industria de la panaderia para el mejoramiento
de la calidad del pan, siendo también su uso para la obtencion de xilooligosacaridos,
para ser utilizados como prebidticos, es uno de los méas recientes y prometedores usos
de estas enzimas (Valenzuela, Diaz, & Pastor, 2010). La aplicacion de las enzimas
xilanoliticas estd en aumento y de gran importancia en la industria en el preblanqueado

de la pulpa Kraft, ya que disminuye el gasto de material quimico (Cooper, 2013).

Recientemente, las xilanasas, estan siendo utilizadas para incrementar la recuperacion
de azucares de los residuos agricolas para la produccion de biocombustibles (Mori,
Noda, Tanaka, Ichinose, & Kamiya, 2015).

1.6.0Objetivos

1.6.1. Objetivo General

- Producir la enzima recombinante Xyn30D de Paenibacillus barcinonensis para

la degradacion de residuos agroindustriales.

1.6.2. Objetivos Especificos

- Analizar la actividad enzimatica de Xyn30D en sustrato especifico y residuos
agroindustriales.

- Seleccionar y transformar diferentes lineas celulares con el plasmido que
contienen el gen para la expresion de la enzima recombinantes Xyn30D.

- Analizar la actividad enzimatica de Xyn30D sobre residuos agroindustriales.

- Evaluar la efectividad sinérgica de Xyn30D y Cel6D sobre residuos
agroindustriales.

- Determinar la actividad enzimatica de Xyn30D mediante HPTLC
(Cromatografia de capa fina de alta rendimiento) en sustrato proveniente de

residuos agroindustriales.



- ldentificar la actividad enzimatica de Xyn30D y Cel6D mediante HPTLC
(Cromatografia de capa fina de alta rendimiento) en sustrato proveniente de

residuos agroindustriales.

1.7.Hipotesis
1.7.1. Hipotesis nula

Ho: La enzima recombinante Xyn30D de Paenibacillus barcinonensis no tiene la
capacidad de degradar sustratos Xxilanoliticos provenientes de residuos
agroindustriales.

1.7.2. Hipotesis alternativa

Hi: La enzima recombinante Xyn30D de Paenibacillus barcinonensis tiene la
capacidad de degradar sustratos Xxilanoliticos provenientes de residuos

agroindustriales.
1.8.Seflalamiento de variables de la hipdtesis
1.8.1. Variable independiente

Enzima recombinante Xyn30D de Paenibacillus barcinonensis.

1.8.2. Variable dependiente

Residuos agroindustriales, cascara de cacao, rastrojo de maiz, bagazo de cafia

y salvado de arroz.
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CAPITULO Il

MATERIALES Y METODOS

La parte experimental se desarroll6 en los laboratorios de Alimentos funcionales
BIOPROPEPTI, laboratorio de Analisis de Alimentos y en el laboratorio de Analisis
Instrumental (UODIDE-ICIA, Proyecto de Canje de Deuda) de la Facultad de Ciencia

e Ingenieria en Alimentos y Biotecnologia de la Universidad Técnica de Ambato.

2.1.Materiales

2.1.1. Materiales de laboratorio

e Botellas con tapa azul

e Cajas Petri

e Asas Bacteriologicas

e Piseta

e Guantes de latex

e Guantes de nitrilo

e Mascarillas

e Gafas de proteccion

e Gradillas

e Papel Filtro

e Papel Parafilm

e Papel Aluminio

e Papel Industrial

e Toallas absorbentes

e Puntas para micropipetas
e Micropipetas 2-20 puL; 20-200 pL; 100-1000 pL y 10 mL
e Frascos de orina

e Vasos de precipitacion

e Matraces Erlemeyer

e Cubetas UV plasticas
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Cubetas de cuarzo

Varillas de agitacion

Probetas

Microtubos de 1,5 mL

Cajas para microtubos de 1,5 mL
Rack para tubos Falcon

Tubos de ensayo con rosca
Tubos conicos para centrifuga Falcon de 15 y 50 mL
Magnetos

Rotuladores

Cinta de autoclave

Jabon

Cloro

Fundas celofan

Reactivos

Alcohol 70%

Alcohol industrial 96%

Agua destilada

Agua bidestilada

Xilano de la madera de haya
Triptona

Extracto de Levadura (Becton, Dickinson)
Bacto agar (Becton, Dickinson)
Cloruro de Sodio (NaCl)

Cloruro de Calcio (CaCly)

Fosfato acido de potasio (KH2PO4)
Fosfato di acido de potasio (K2HPO4)
Acido acético glacial (CH;COOH)
Carbon activado

Hidroxido de sodio (NaOH)
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Glicerol 100% (C3sHsO3)

Tris-HCI (NH2C(CH20H)3 - HCI)

SDS (Dodecilsulfato sddico) (NaC12H25S04)

IPTG (isopropil-B-D-1-tiogalactopiranosido) (CoH180sS)
Lisozima

TEMED (N,N,N',N'-tetrametiletilendiamina)

Acrilamida (CsHsNO)

Bis-acrilamida (N,N'-metilenbisacrilamida) (C7H10N20>)
Persulfato aménico ((NH4)2S20s)

-mercaptoetanol (C2HsOS)

Glicina (C2HsNO2)

Marcador de Proteina

DNS (acido 3,5-dinitrosalicilico)

Acido sulfurico 96% (H2S04)

Etanol absoluto (CH3CH20OH)

Cloroformo (CHCls)

Equipos

Céamara de flujo laminar (ESCO/ACB-4 A2)
Estufa (ESCO/LFA-110-2)

Incubadora con agitacién (Benchmark/CAT.H1001-M-E)
Incubadora (ESCO/Isotherm)

Balanza analitica (Adventuner Pro/OHAUS)
Balanza analitica (Metler Toledo)
Refrigerador (LG/GS65SPP1)

Plancha de agitacion (IK.C-MAG HS7)

pH metro (Metler Toledo/SevenCompact)
Ultracongelador (Binder)

Autoclave (Hirayma/HV-110)

Caja miniprep kit

Vortex (Labnet/Mixer/\VVX200)
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e Sonicador (Mrc/Sonic)

¢ Plancha de calentamiento para eppendorf (Labnet)

e Centrifuga (Hettich)

e Céamara de electroforesis

e Espectrofotometro microplacas multiscan (Thermo Scientific)
e Nanodrop (Thermo Scientific)

e HPTLC (CAMAG)

2.2.Métodos

2.2.1. Microorganismos utilizados.

La cepa utilizada en el proyecto de investigacion es Escherichia coli BL21 (DE3)
adecuadas para la transformacion y expresion de proteinas recombinantes (Jeong,
Kim, & Lee, 2015).

El plasmido con el gen de codificacion para la enzima recombinante Xyn30D, la cual
pertenece a un grupo de xilanasas que produce el microorganismo Paenibacillus
barcinonensis, fue proporcionado por la Dra. Liliana Cerda de la Universidad de
Barcelona/Universidad Técnica de Ambato. Esta enzima fue seleccionada para este
estudio, puesto que tiene una gran efectividad en la degradacion de xilano (Cerda,
2016).

2.2.2. Medio de cultivo de células bacterianas.

Para el crecimiento de las diferentes células bacterianas en medio liquido y sélido se
utilizé medio de cultivo LB (Luria Berthani) (Gallardo, 2007). La composicion del
medio liquido es 10 g/L de bactotriptona, 5 g/L de extracto de levadura y 10 g/L de
NaCl y mas 1,5% de agar para el medio sélido, se prepararon con agua destilada. La
utilizacion de medios y material de vidrio o de plastico que se utilizaron durante el
trabajo de investigacion, se esterilizo por calor humedo en autoclave (Hirayma/HV-
110) por 15 minutos a 121 °C.
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2.2.3. Antibiéticos e inductor.

Segun lo establecido por Gallardo, (2007), se prepararon las concentraciones de los
siguientes los antibidticos:

Cloranfenicol (Cho*). Se preparé una solucion concentrada de 20 mg/mL en etanol y
se guardo a -20 °C. Se utilizd para el medio una concentracion de 20 pg/mL.
Ampicilina (Amp). Se preparé una solucion concentrada de 500 mg en 5 mL de agua
bidestilada, a la que se afiadieron NaOH 10 N hasta la completa solubilizacién de la
ampicilina y separando los excipientes por filtracion y guardandolos a -20 °C. Se
utiliz6 a una concentracion de 100 pg/mL.

IPTG (isopropil-B-tiogalactopirandsido). Se prepar6 a una concentracion de 1 M en
agua bidestilada y se guardd a -20 °C. Se utiliza a una concentracion de 1 mM para la

induccion de la expresion genética.

2.2.4. Inoculacién y cultivo de microorganismos.

La siembra de microorganismos se realizd en medio liquido y en medio sélido. En
medio sélido para evidenciar el crecimiento de las cepas E. coli BL21(DE3) se sembré
en placas de LB (20 mL) con su respectivo antibiético y se incubo a 37 °C por 18 horas.
Transcurrido el tiempo se guardd a 4 °C, refrescandolas cada mes para conservar su
viabilidad. En medio liquido (primer overnight) se inoculo 200 uL de células E. coli
BL21(DE3) en 2 mL de LB con 2 pL de antibidticos y se incubo a 37 °C por 18 horas

con agitacion a 200 rpm (incubador Benchmark).

2.2.5. Preparacion de las células competentes.

Se utilizo el cultivo nocturno y se agregd 20 mL de medio LB liquido con la cantidad
requerida de antibidticos y se dejo en la incubadora a 37 °C durante una hora a 200
rpm. Se utilizaron 2 mL del overnight para hacer células competentes y el resto se
mezclé con 35% de glicerol y se guardaron alicuotas de 200 pL de cultivo en tubos
eppendorf a -80 °C. Para la preparacion de células competentes se utilizé el metodo
CaCl, (Cohen, Chang, & Hsu, 1972). Para la metodologia de CaCl> se realizo un
overnight que contenia 5 mL de medio LB, se tomaron 2 mL del cultivo nocturno y se

inoculé en 20 mL de medio fresco se incubo a 37 °C a 200 rpm hasta cuando el cultivo

15



se encuentra en una fase exponencial temprana de crecimiento (DOggo 0,3 — 0,4). A
continuacion, se reposo en hielo por 20 minutos y se centrifugdé a 3000 rpm por 5
minutos, transcurrido ese tiempo se descarto el sobrenadante y en el pellet se agregara
2 mL de CaCl, 50 mM, luego se reposO en hielo por una hora. Nuevamente se
centrifugo por 15 minutos a 3000 rpm, se descarté el sobrenadante, se agregd 2 mL de
CaCl, 50 mM 15% de glicerol y se incuba a 4°C durante 4 horas. Finalmente se realizd

una alicuota de 100 pL y se guardo a -80 °C.

2.2.6. Transformacién de células competentes con plasmido de interés.

Para proceder a la transformacion; se mezcl6 una alicuota de 100 pL de celulas
competentes con 2 pL del ADN a introducir y se mantuvo en hielo por un minuto.
Luego se sometio las células a un choque térmico a 42 °C por 45 segundos en bafio
termostatico y de inmediato se colocd en hielo y se afiadié un mL de medio LB. Se
incubo a 37 °C por una hora a 200 rpm y se enfrié por un minuto. Seguidamente se
realizd un overnight con 400 pL de células transformadas en 20 mL de LB con su
respectivo antibidtico, posterior 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 afiadié 30% de
glicerol y se guardo en alicuotas de 200 pL en tubos eppendorf a -80 °C y las placas

sembradas a 4 °C.

2.2.7. Extraccién de ADN plasmidico.

El plasmido con que se trabajo en el proyecto de investigacion provino del plasmido
Xyn30D transformado en células competentes de E. coli DH5a. Posteriormente se
extrajo el ADN plasmidico utilizando S.N.A.P. Miniprep, se siguid el protocolo del kit

comercial. Se comprobd la pureza del plasmido extraido mediante nanodrop.

2.2.8. Extraccion de ADN plasmidico mediante el uso del kit comercial S.N.A.P.

Miniprep.

Se resuspendid el contenido de 1,55 mg de RNasa en 200 uL de buffer de resuspension
y se lo almacend a 4 °C, para luego afiadir 25 mL de solucion lavado final 4x en 75

mL de etanol al 95% y se realizé una solucion de 100 mL de lavado final 1x. Se
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resuspendio el pellet de células en 150 pL de buffer resuspension pipeteando con
cuidado de arriba hacia abajo para luego afiadir 150 pL de buffer lisis, invirtiendo el
tubo suavemente de 5 a 6 veces para su mezclado, incubar 3 minutos a temperatura
ambiente y se afladieron 150 pL de sal de precipitacion, invirtiendo de 6 a 8 veces para
que se mezcle homogéneamente, finalmente se centrifugd a 25 °C por 5 minutos a
14000 rpm.

Se removi0 el sobrenadante y se lo transfirié a un tubo de microcentrifuga estéril,
afiadiendo 600 pL de buffer de unidn, invirtiendo de 5 a 6 veces para su correcto
mezclado, dejandolo reposar por 3 minutos a temperatura ambiente; pasado el tiempo
antes mencionado se centrifugo a 25 °C por 30 segundos a 3000 rpm Yy se desecho el

sobrenadante.

Para el lavado se afiadio 500 pL de buffer de lavado y se centrifugo a 3000 rpm por 30
segundos, con descarte del sobrenadante; 900 puL de la solucion 1x lavado final se
afiadieron al spin de la columna que luego se centrifugo a 3000 rpm por 30 segundos,
desechando de igual manera el sobrenadante y volviendo a centrifugar a 13000 rpm
por un minuto; la columna del SNAP Miniprep se transfirié a tubos viales en donde se
afiadié 50 pL de agua estéril en el centro de la columna, la cual se centrifugo a 13000

rpm por un minuto, para luego desechar la columna antes mencionada.

2.2.9. Expresion de proteinas.

Las cepas recombinantes se cultivaron en 20 mL de medio LB y Amp* 100 pug/mL a
37 °C por 16:30 horas con agitacion de 200 rpm, tras su crecimiento; se escal6 a 500
mL de medio LB con los antibioticos correspondientes y se incub0 hasta llegar a una
fase exponencial (DOggo 0,6 — 0,8). Esta densidad corresponde al crecimiento
exponencial de las células, el cual sera el instante clave para inducir la sobreexpresion
de la proteina. Entonces se indujo la expresion del gen y produccion de la proteina
recombinante con IPTG 1 mM y una incubacién de 37 °C por 3 horas. Se colectaron
las células por centrifugacion a 4000 rpm durante 20 minutos a una temperatura de 4
°C, se afiadio 12,5 mL de buffer Tris 20 mM pH 7 y se guardo a -80 °C.
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2.2.10. Obtencion de los extractos celulares.

Para la ruptura de células se utiliz6 el sonicador Ultrasonic cell crusher, por tres ciclos
durante 9 minutos con pausas de 10 segundos. Se centrifugd a 15000 rpm por 15
minutos a 4 °C y se guardo el sobrenadante a -20 °C en alicuotas de 1,5 mL en tubos

viales eppendorf.

2.2.11. Andlisis de expresion de proteina recombinante Xyn30D.

Para el analisis de proteinas se aplico 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 llevé a cabo es correcta. Para la
visualizacion de las bandas; en primer lugar, se tifié con azul de Coomassie por 15

minutos, se removid y se afiadid la solucion destaining por 24 horas.

2.3.Preparacion de sustrato especifico y xilanoliticos.
2.3.1. Sustrato especifico.

Para la enzima Xyn30D se us6 como sustrato xilano de madera de haya (Valenzuela,
2012), el cual fue proporcionado por la Dra. Cerda de la Universidad de
Barcelona/Universidad Técnica de Ambato. Luego se procedio a la determinacion de

los azUcares reductores empleando el método de DNS.

2.3.2. Sustrato rico en xilosa.

Los residuos agroindustriales seleccionados para este estudio fueron: salvado de arroz,
cafia de maiz, cascara de cacao y bagazo de cafa de azUcar, los cuales se obtuvieron
en Santo Domingo, Barios (Sector Totoras Km 5 1/2) y Latacunga, respectivamente.
Los residuos fueron sometidos a un pretratamiento de reduccion de tamafio mecanico.
Para lo cual se procedi6 a la molienda y esterilizacion en el autoclave (Hirayma/HV-
110) por 2 horas a 121°C.

18



2.4.Determinacion de la actividad enzimatica en substrato especifico y residuos

agroindustriales.

Para conocer la sinergia entre Xyn30D y Cel6D se realizaron diferentes pruebas de la

reaccion enzimatica que se detallan en la Tabla 2.

Tabla 2. Pruebas de sinergia entre Xyn30D y Cel6D

Prueba Método

Se pesaron 10 mg de residuo al que se le afiadieron
600 pL de buffer acetato pH 5,4 150 mM y 200 pL de
Xyn30D.

Se incubaron todas las muestras a 50 °C por 15
minutos a 200 rpm, posteriormente colocandolas en
hielo; se afiadi6 400 pL de Cel6D a cada tubo y se
incubd a 47 °C por 30 minutos a 200 rpm Yy se inactivo
Todos los

el coctel enzimatico a 95 °C por 5 minutos. o
procedimientos

Se pesaron 10 mg de residuo al que se le afiadieron
600 pL de buffer acetato pH 5,4 150 mM, 400 uL de
2 Cel6D y 200 pL de Xyn30D. Se incubaron todos los
tubos a 48 °C por 30 minutos a 200 rpm y se inactivo

fueron
realizados en

hielo y
contaron con

el coctel enzimatico a 95 °C por 5 minutos.
un blanco para

Se pesaron 10 mg de residuo al que se le afiadieron
600 pL de buffer acetato pH 5,4 150 mM y 200 uL de
Xyn30D. Se incubaron todas las muestras los tubos a

cada residuo.

50 °C por 15 minutos a 200 rpm y se hirvio a 95 °C por
5 minutos, colocando los tubos en hielo. Se afiadié 400
uL de Cel6D; se incub6 a 47 °C por 30 minutos a 200
rpm y se inactivo el coctel enzimatico a 95 °C por 5

minutos.
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La actividad enzimatica se establecio por la cuantificacion de la produccion de los
azUcares reductores producidos en la reaccion enzimatica. Se determiné por el método
de DNS (Miller, 1959), que es un método colorimétrico que emplea &cido 3,5
dinitrosalicilico con el objetivo de hidrolizar los polisacaridos presentes en la muestra
y se lo determiné por espectrofotometria a una absorbancia de 540 nm.

2.5.Analisis de azUcares reductores mediante cromatografia de capa fina de alto
rendimiento (HPTLC).

Para el analisis de cromatografia HPTLC, se activaron las placas de silica a una
temperatura de 100 °C por una hora para guardarlas posteriormente en el desecador.
Las muestras preparadas fueron colocadas en tubos viales de cristal, pasandolas por un
filtro para eliminar impurezas. Como patrones se utilizaron dos soluciones de xilosa y
glucosa diluidas en agua bidestilada a una concentracion de 10 mg/mL, para la
identificacion de los productos generados por la hidrélisis y sinergia de los diferentes

residuos agroindustriales.

2.6.Andlisis estadistico.

Para el analisis de resultados se utiliz6 un disefio factorial AxB, donde los factores son
los diferentes residuos agroindustriales y el tiempo. Los datos fueron analizados en el
programa estadistico STATGRAPHICS, utilizando un ANOVA multifactorial con un
95% de confianza, usando pruebas de significancia como Tukey y Duncan.
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Tabla 3. Disefio experimental usado en el experimento.

Factor A: Tiempo de reaccién Factor B: Tipo de desechos
enzimatico (horas) agroindustriales
Al. 0,25
A2.0,50
A3. 1
B1. Salvado de arroz
Ad. 2 B2. Cascara de cacao
AS. 4 B3. Bagazo de cafia
Ab6. 12 B4. Rastrojo de maiz
A7. 24
A8. 48
A9. 72
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CAPITULO 111

RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Analisis y discusién de datos

3.1.1. Expresion de la enzima Xyn30D de Paenibacillus barcinonenesis en E. coli
BL21 (DE3) y E. coli TF(H2).

Para la expresion de la enzima recombinante Xyn30D se utilizaron cepas de E. coli
BL21 (DE3) y E. coli (TF2), para evidenciar su crecimiento estas fueron transformadas
con el plasmido pET101Xyn30D y se incubd durante toda la noche. Para la induccion
del plasmido se trabajo con cultivos en fase exponencial (ODgg, 0,6 — 0,8), se realizd
la expresion con IPTG 1 mM a 37 °C por 2 horas con agitacion a 200 rpm para la cepa
recombinante obtenida con E. coli BL21 (DE3). Mientras que con E. coli (TF2) no se
observo crecimiento al realizar las mediciones de absorbancia, presumiendo que al no
haber expresion esto puede deberse a varios factores como la temperatura al inicio y
durante la expresion, la concentracion del inductor (IPTG) o de la presencia de una
chaperona, sin embargo, son numerosas las variables que pueden afectar el sistema de
expresion, por lo que lo hace dificil de identificar y controlar (Papaneophytou &
Kontopidis, 2014). Por lo que se opto a realizar la transformacion y el crecimiento de
la cepa recombinante E. coli BL21 (DE3)/pET101Xyn30D como se observa en la
Figura 4, ya que esta cepa mejora la estabilidad del mMRNA, por lo que al expresar la

proteina esta puede incrementarse hasta diez veces (Valenzuela, 2012).
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Figura 4: (A) Extracto celular de E. coli BL21 (DE3) que contiene a la enzima Xyn30D y (B) Pellet
de células (no se evidencia presencia de la enzima), electroforesis en geles de poliacrilamida (SDS-
PAGE)

3.1.2. Analisis de la actividad enzimatica de Xyn30D en sustrato especifico.

La enzima Xyn30D mostrd actividad enzimatica sobre sustrato especifico (xilano de
madera de haya) que se detalla en la Tabla 4, el cual fue determinado mediante
cuantificacion de azlcares reductores. (Valenzuela et al., 2012). menciona que la
actividad de Xyn30D sobre xilano de madera de haya es de 30,3 U/mg de proteina,
siendo este el sustrato especifico de la enzima. Al realizar una comparacion de la
actividad enzimatica relativa se observa que las unidades enzimaéticas reportadas
bibliograficamente pertenecen a la enzima pura (100%), sin embargo, la actividad de
la enzima proveniente del extracto celular aumenta un 286,04% al ser esta més estable.
Esto puede deberse a que el experimento realizado por (Valenzuela et al., 2012)
utilizaron el método IMAC (cromatografia de afinidad con metal inmovilizado) como
procedimiento de purificacién, utilizando columnas HisTrap HP de 1 mL, eluyendo en
buffer fosfato 20mM (pH 7,4) con un gradiente de imidazol entre 0 a 500 mM. Por lo
que el imidazol actiia como un desnaturalizante suave que interrumpe las interacciones
de proteinas y, por lo tanto, facilita la liberacion de proteinas unidas a ligandos de
afinidad. (Seed, 1998), sefialando de igual manera al buffer utilizado, ya que este
tampon inhibe muchas enzimas, incluidas la carboxipeptidasa, la ureasa, asi como
muchas quinasas y deshidrogenasas. (Stoll & Blanchard, 2009). Y al comparar la
altitud de las ciudades en las que se realizaron los experimentos, teniendo la ciudad de
Barcelona una altitud de 13 metros sobre el nivel del mar (CNIG, 2015) y Ambato con
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2580 metros sobre el nivel del mar. (Mart, Fern, Grande, & Vela, 2009). Siendo
estas algunas causas de que las unidades enzimaticas bibliograficas sean menores a las
reportadas en este trabajo de investigacion, ya que no se trabajo con la enzima pura

sino con el extracto celular para los diferentes tratamientos.

Tabla 4. Actividad enzimética de Xyn30D en sustrato especifico

Temperatura | Tiempo | / ) U/mg proteina
o . mg proteina o o
(°C) (minutos) g bibliografico

15 86,67 30,3
50
30 57,46

3.1.3. Andlisis de la actividad enzimatica de Xyn30D en diferentes residuos

agroindustriales.

La actividad enzimatica de Xyn30D fue evaluada en diferentes residuos
agroindustriales como se describe en la Figura 5. En la Figura 5B se muestra la
actividad enzimatica sobre céscara de cacao; se observa que a las 0,25 horas tiene una
actividad enzimatica de 468,3 U/mg proteina y que esta actividad se reduce en 61,5%
al realizar la reaccién durante 0,5 horas y después de 72 horas de incubacion la
actividad de Xyn30D es nula, Valenzuela 2012, menciona que Xyn30D en periodos
largos de incubacion presenta inhibicion de actividad por efecto de la temperatura y
por producto. EI mismo comportamiento se evidencia sobre bagazo de cafia (Fig5C),
rastrojo de maiz (Fig5D) ya que la enzima tiene una actividad de 311,7 y 157,1 U/mg
proteina respectivamente y posee el mismo comportamiento descrito anteriormente;
presentando un porcentaje promedio de 58,5%. Sin embargo, no se observo actividad
sobre salvado de arroz (Fig5A), que puede deberse a que el contenido de lignina (20-
25%) y celulosa (35-40%), es superior a la hemicelulosa (15-20%) (Castro, Macias,
& Otalvaro, 2010).
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Figura 5. Actividad enzimética de Xyn30D evaluada en diferentes residuos agroindustriales: Salvado

de arroz (A), cascara de cacao (B), bagazo de cafia (C), rastrojo de maiz (D).

3.1.4. Evaluacion de la actividad sinérgica de Xyn30D y Cel6D sobre residuos

agroindustriales.

En la Figura 6, se detalla la actividad enzimatica producida por la sinergia entre las
enzimas Xyn30D y Cel6D expresada en la absorbancia medida a 540 nm, debido a que
es dificil conocer la proporcion de los productos de la degradacion de la xilanasa
(xilooligosacaridos y xilosa) (Valls et al., 2018) y la celulasa (celobiosa) (Cerda-
Mejia et al., 2017)
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Figura 6. Sinergia de Xyn30D y Cel6D sobre residuos agroindustriales: Prueba 1 (A), prueba 2 (B) y

prueba 3 (C). Las pruebas de sinergia son detalladas en el capitulo 2 en la Tabla 2).

3.1.5. Determinacién de la actividad enzimatica de Xyn30D mediante el uso de

cromatografia HPTLC de los diferentes residuos agroindustriales.

En la Figura 7 se observa los productos resultantes de la degradacion enzimatica de
Xyn30D con respecto a los residuos agroindustriales, mediante el uso de cromatografia
de capa fina de alta resolucion, en donde se utiliz6 como fase estacionaria placas de
silice mas una mezcla de solventes los cuales permitieron la separacion de los

componentes de las muestras analizadas.

Se presume que al momento de la hidrolisis se obtuvo xilobiosa y xilooligosacaridos,
por lo que las xilanasas actuan sobre los enlaces B-1,4 en las cadenas de xilano
formando los compuestos antes mencionados (Martins, 2017). Al no poseer un equipo
MALDI-TOF no se pudo realizar la comprobacion de los productos generados en la
reaccion enzimatica, ya que el equipo nos ayuda a detectar la relacion masa/carga con
el que podemos caracterizar los productos de reaccion de las enzimas al perfilar
proteinas bacterianas a partir de extractos celulares (Carbonnelle et al., 2011).
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Xilobiosa

Xilooligosacaridos

Figura 7. Andlisis mediante cromatografia de HPTLC de los productos generados mediante la reaccion enziméatica de Xyn30D en sustratos agroindustriales. De estandar
se utilizo xilosa (A) y las muestras a analizar fueron, xilano de madera de haya (B), salvado de arroz (C), cascara de cacao (D), bagazo de cafia (E), rastrojo de maiz (F),

teniendo cada una un control que contenia la enzima inactivada.
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3.1.6. Determinacion de azUcares reductores provenientes de la actividad
sinérgica entre Xyn30D y Cel6D mediante cromatografia HPTLC.

En la Figura 8 se puede observar la reaccién enzimatica producida por la sinergia
entre las enzimas Xyn30D y Cel6D, en donde se muestran los diferentes azUcares
producidos, en el que se asume existié formacion de celobiosa por parte de Cel6D, al
ser esta una enzima celobiohidrolasa (Cerda, 2016). Por parte de Xyn30D puede haber

produccién de xilooligosacaridos, mencionados en el apartado 3.1.5.

Al comparar las muestras con el estandar de xilosa, se puede observar que no existe
presencia de azUcares reductores, por lo que se asume que la actividad catalitica de
Xyn30D no fue la mejor a comparacion de Cel6D, en donde se observa productos de

hidrolisis con respecto al estandar de glucosa.
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Celobiosa

Xilooligosacaridos

Figura 8. Andlisis mediante cromatografia de HPTLC de los productos generados mediante la sinergia entre Xyn30D y Cel6D en sustratos agroindustriales. De estandar
se utilizo xilosa (A) y glucosa (B), las muestras a analizar fueron, salvado de arroz (C), cascara de cacao (D), bagazo de cafia (E), Rastrojo de maiz (F), teniendo cada una

un control con las enzimas inactivadas.
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3.1.7. Andlisis estadistico

Se aplicé un ANOVA multifactorial como se indica en la Tabla 5 para evaluar la
influencia que existe entre el tiempo de incubacion de la reaccion enzimatica con los
diferentes residuos agroindustriales. Se establecid que el Factor A (Tiempo de
incubacion) con respecto del Factor B (Residuos agroindustriales) existe diferencia
significativa en el calculo de unidades enziméticas (U/mg proteina) al ser el valor de
p igual a 0.05

Tabla 5. Analisis de varianza en relacion a la actividad enzimatica (U/mg proteina)

de Xyn30D sobre residuos agroindustriales a diferentes tiempos de incubacion.

Suma de Cuadrado , Valor-
AUETLE Cuadrados Gl Medio S P
Efectos Principales
A: Tiempo 440882, 8 55110,2 101992,73 | 0,0000

B: Residuos
agroindustriales

INTERACCIONES

55268,7 3 184229 34095,36 | 0,0000

AB 162270, | 24 | 676124 | 1251305 | 0,0000
RESIDUOS 194521 | 36 | 0,540335
TOTAL 658440, | 71

(CORREGIDO)

Tabla 6. Prueba de comparacion Tukey en relacion al tiempo de incubacion

VIS Casos Media Sigma Grupps
(horas) Homogéneos
72 8 0,37775 | 0,259888 | X
48 8 0,479125 | 0,259888 | X
24 8 2,34012 | 0,259888 | X
12 8 5,46925 | 0,259888 X
4 8 15,5961 | 0,259888 X
2 8 32,1711 | 0,259888 X
1 8 46,6888 | 0,259888 X
0,5 8 106,664 | 0,259888 X
0,25 8 253,067 | 0,259888 X
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Tabla 7. Prueba de comparacion Duncan en relacion al tiempo de incubacion

Tiempo i . Grupos
(Minu?os) Casos  Media Sl HomogF()éneos

72 8 0,37775 | 0,259888 | X

48 8 0,479125 | 0,259888 | X

24 8 2,34012 | 0,259888 | X

12 8 5,46925 | 0,259888 X

4 8 15,5961 | 0,259888 X

2 8 32,1711 | 0,259888 X

1 8 46,6888 | 0,259888 X
0,5 8 106,664 | 0,259888 X
0,25 8 253,067 | 0,259888 X

En las Tablas 6 y 7 se observa que las pruebas de comparacion Tukey y Duncan donde
sefialan que los tiempos de incubacién a 48 y 72 horas el comportamiento estadistico

es igual, ya que la enzima comienza a perder efectividad.

Tabla 8. Prueba de comparacion Tukey en relacién a los residuos agroindustriales

Re5|duo§ Casos  Media Sigma Grupps
agroindustriales Homogéneos
Salvado de arroz 18 16,6455 | 0,173259 | X
Rastrojo de maiz 18 33,8219 | 0,173259 | X

Bagazo de cafia 18 68,1784 | 0,173259 X
Céscara de cacao 18 87,0666 | 0,173259 X

Tabla 9. Prueba de comparacion Duncan en relacion a los residuos agroindustriales

Re3|du0§ Casos Media Sigma Grupps
agroindustriales Homogéneos

Salvado de arroz 18 16,6455 | 0,173259 | X
Rastrojo de maiz 18 33,8219 |0,173259 | X
Bagazo de cafna 18 68,1784 | 0,173259 X

Cascara de cacao 18 87,0666 | 0,173259 X

En las Tablas 8 y 9 las pruebas de comparacion indican que estadisticamente existe
mayor actividad enzimatica en cascara de cacao y muy poca actividad en salvado de

arroz.
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3.1.8. Verificacion de la hipotesis

Al realizar y analizar los datos mediante un ANOVA multifactorial con un nivel de
confianza de 95%, se acepta la hipoétesis alternativa, debido a que la enzima
recombinante Xyn30D de Paenibacillus barcinonensis tiene la capacidad de degradar
sustratos xilanoliticos con excepcion del salvado de arroz. La mejor actividad

enzimaética fue con céscara de cacao a partir de los 15 minutos de incubacién.
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CAPITULO IV
CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

4.1. Conclusiones

- Se produjo la enzima recombinante Xyn30D proveniente de Paenibacillus
barcinonensis, la cual manifestd un enorme potencial en la degradacion de

residuos agroindustriales.

- Seanaliz6 la actividad enzimatica de Xyn30D sobre sustrato especifico (xilano
de madera de haya), la cual reportd una alta actividad de degradacion al
encontrarse la enzima en sus Optimas condiciones de hidrdlisis, generando

valores de U/mg de proteina mayores a las reportadas bibliograficamente.

- Seselecciond y transformo el plasmido de la enzima recombinante Xyn30D en
E.coli (BL21 DE3), mostrando un efectivo crecimiento y expresion de la

misma.

- Se analizo la actividad enzimética de Xyn30D en residuos agroindustriales,
indicando mayor actividad en cacao, seguido de bagazo de cafia y maiz; pero
no mostro actividad en salvado de arroz, al presentar este Gltimo una gran
cantidad de material lignocelul6sico en su estructura, por lo que le result6

imposible a la enzima degradarlo.

- Se evalud la actividad sinérgica entre Xyn30D y Cel6D por cromatografia de
HPTLC, donde se observo productos de hidrolisis de Cel6D, pero de Xyn30D

con respecto a su estandar de xilosa no se observaron productos.

- Se determin6 que la actividad enzimatica de Xyn30D fue mayor en residuos
qgue contenian grandes cantidades de xilano en su estructura, pudiendo
sustentar mediante el uso del cromatdgrafo HPTLC, en donde nos indicé las

diferentes separaciones de los azucares producidos por la hidrolisis del xilano,
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pero se asumid los productos generados en la reaccidn ya que no se comprobo
mediante el uso del equipo MALDI-TOF.

4.2. Recomendaciones

Trabajar en condiciones estériles para poder realizar de manera correcta la

siembra de la enzima en su medio de cultivo.
Realizar resiembras del medio de crecimiento de Xyn30D, ya que si se la deja

mucho tiempo esta comienza su fase de muerte lo que nos dificulta al momento

de expresar la enzima.

Para una mejor degradacion de residuos agroindustriales, trabajar con mas

enzimas como celulasas y xilanasas.
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