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RESUMEN
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La celulosa es un polisacarido formado por cientos de unidades de D-glucosa y es la
biomolécula mas abundante estando presente en su gran mayoria en toda la biomasa
terrestre. Debido a su dificil obtencion y degradacion en azucares mas aprovechables, asi
como al poco desarrollo de procesos adecuados para su aprovechamiento, la mayor parte
de esta celulosa se acumula y desperdicia como residuos causando problemas medio
ambientales, asi como representando un desaprovechamiento de un importante recurso.

En este trabajo se utilizard una cepa de Escherichia coli BL21 DE3 modificada
genéticamente para la produccion extracelular y optimizacion de 2 proteinas de fusion con
los sitios cataliticos de las 3 celulasas principales en la hidro6lisis de la celulosa.

La expresion de celulasa extracelular fue de 511 pg/mL con una actividad enzimatica de
1.08 Ul/mL en Terrific Broth (TB). Por el contrario, no se observo la expresion
extracelular en medio minimo (M9) y Luria Bertani (LB, Miller).

Con el fin de mejorar la produccion de celulasa extracelular en medios TB, se aumenté el
volumen final de cultivo (50 y 100 mL). En medio TB a 50 mL, la expresién de celulasas
extracelulares fue de 355.5 pug/mL con una actividad enzimatica de 1.24 Ul/mL, mientras
que a 100 mL no se obtuvo expresion.

Se han detectado varios factores que afectan la produccion de las celulasas, como lo es el
medio de cultivo, la aeracién y la concentracion de inductor. Con estas variables
detectadas, se espera en los resultados proximos ver una produccion de celulasas
optimizada con estos factores como variables ya optimas.



CAPITULO 1

1. INTRODUCCION

1.1 La celulosa y la problematica en su aprovechamiento

La celulosa es el polimero organico mas comun en todo el mundo, estando presente
en su mayoria en la biomasa terrestre estimando una produccién anual de 1.5 x 10*?
toneladas; debido a esto, es considerada como la fuente de carbono renovable més
abundante de la Tierra y como una gran opcion para ser utilizada como materia prima en
la produccién de diversos compuestos o productos de interés comercial que sean mas
sustentables[1].

A nivel molecular, este polimero esta formado por moléculas de D-glucosa unidas
por enlaces glucosidicos B-1-4 formando largas cadenas lineales. A su vez, estas cadenas
se acoplan uniéndose por enlaces de puentes de hidrégeno y fuerzas de van der Walls
formando estructuras empaquetadas conocidas como microfibrillas; estas, al estar
formadas, van acoplandose de manera paralela una encima de la otra hasta formar una
estructura cristalina altamente ordenada. Sin embargo; a pesar de la estructura tan estable
que se llega a formar, la celulosa presenta regiones donde este empaquetado no logra
completarse del todo formando regiones amorfas o dejando pequefios huecos dentro de la

misma estructura[1-3].
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Figura 1. Modelos de posibles acomodos de las microfibrillas de la celulosa. Tomada de [1].

Esta estructura, en la cual se encuentra la celulosa de manera natural la mayor parte
del tiempo, le proporciona ciertas propiedades como hidrofilicidad, quiralidad,
degradabilidad y amplia variabilidad quimica. A esto se le suma la diversidad de
estructuras y morfologias de fibras cristalinas que hacen de la celulosa un biomaterial con
una alta resistencia[1,4]. Dicha resistencia hace de la celulosa un compuesto dificil de
degradar volviéndolo uno de los principales problemas para su aprovechamiento como
fuente de carbono llegando a estimar su vida media de millones de afos, estando a
condiciones de pH neutro y en ausencia de enzimas[2].

Como se menciono al principio, la celulosa se encuentra presente, en su mayoria,
en labiomasa terrestre ya que es sintetizada por plantas como parte primordial de su pared
celular constituyendo entre el 35 y 50% del peso seco de estas; asi como también es

sintetizada por algunos otros microorganismos como bacterias y algas[2]. Es importante



mencionar que la pared celular de las plantas no solo se conforma de celulosa, sino
también de otros compuestos como la hemicelulosa y la lignina. Estos tres en conjunto
forman una estructura donde la celulosa forma el esqueleto que es rodeado por
hemicelulosa y lignina. Este acomodo hace que la celulosa se encuentre menos disponible
para ser utilizada como materia prima[3,5].

La biomasa es toda la materia bioldgica de los organismos vivos; hablando
particularmente de la celulosa, esta se encuentra en la biomasa de plantas ya que es
sintetizada por las mismas en su proceso natural de la fotosintesis. Esta biomasa proviene
de distintas fuentes como la agricultura, los bosques y los residuos[6].

Los residuos de biomasa, o también conocidos como residuos lignocelulosos, son
en su mayoria biomasa residual que no logra ser aprovechada en su totalidad debido a
diversos factores pero que sigue teniendo la presencia de diversos compuestos quimicos
que, con el de debido proceso y tratamiento, pueden ser aprovechados en la produccion
de diversos productos de interés como el etanol, biogés, biomateriales o enzimas, solo por
mencionar algunos. Debido a esto, el no uso de estos residuos lignocelulosos representa
una pérdida importante de una potencial materia prima provocando ademas la
acumulacion de estos desechos causando un dafio al medio ambiente[3].

Por todo lo anterior, la celulosa es considerada una fuente de carbono con suma
importancia y con tantas ventajas que puede colocarse como la materia prima principal en
varias industrias; sin embargo, su compleja obtencién y separacion de otros compuestos,
asi como su dificil degradacion a azucares mas simples hacen del aprovechamiento de la

celulosa todo un reto para las industrias.



1.2 Celulasas y la hidrolisis enzimatica

Es claro que actualmente el uso de la celulosa no es tan sencillo en las industrias a
pesar de ser una comprobada materia prima de muy bajo costo. Esto ha llevado a los
cientificos a realizar investigaciones con varios enfoques y uno de ellos ha sido la
hidrolisis de la celulosa[7].

La hidrdlisis enzimatica de la celulosa es hecha por las celulasas, que con las
enzimas especificas encargadas de este proceso. Estas son producidas en la naturaleza por
distintos microorganismos, en los cuales los principales productores son los hongos
seguidos por algunas bacterias[8]. También se ha demostrado la presencia de los genes de
algunas celulasas en algunos miembros de la familia de los artrépodos como lo son en
moluscos o algunos insectos[9].

A diferencia de otras enzimas, cuando se habla de las celulasas siempre se hace
referencia a un conjunto de ellas, ya que actian de manera sinérgica y conjunta para la
degradacion de la celulosa. En la naturaleza, este conjunto es compuesto principalmente
por 3 grupos de celulasas: B-1-4-endoglucanasa (EC 3.2.1.4), p-1-4-exoglucanasa (EC
3.2.1.91.) y B-glucosidasa (EC 3.2.1.21.) [8]. Su manera de accion es hidrolizar los enlaces
B-1,4- glucosidicos en la celulosa dando como productos principales glucosa, celobiosa 'y
celooligosacéridos[10]. Este mecanismo de accion se lleva a cabo de tal manera que las
B-1-4-endoglucanasas cortan de manera aleatoria el interior de baja cristalinidad de la
celulosa creando nuevos oligosacaridos de diversas longitudes y, con ello, nuevos
extremos de cadena libre. En estos extremos de la cadena las f-1-4-exoglucanasas actuan
de manera progresiva degradandolos en glucosa o celobiosa; ademas, trabaja en las zonas

de alta cristalinidad de la celulosa. En la ultima etapa, las B-glucosidasas se encargan de
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hidrolizar 1la celobiosa y otros f-1,4-oligoglucésidos de cadena corta en

glucosa[2,3,10,11].
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Figura 2. Representacion esquematica de la accion de las celulasas sobre la estructura de la celulosa[3].

Las celulasas, como muchas enzimas, presentan caracteristicas adecuadas para ser
usadas a nivel industrial como lo es su alta especificidad, la generacion de pocos desechos
y, en algunos casos, las condiciones extremas a las que pueden llegar a trabajar. Sin
embargo; por su misma naturaleza protéica son dadas a presentar inhibicion,
desnaturalizacion o una baja actividad debido a los distintos cambios en las condiciones
del proceso en el que se usan; esto a su vez lleva a usar una mayor cantidad de enzimas
para compensar dichos problemas[2,8,12,13].

A pesar de lo anterior, el principal problema para el uso a nivel industrial de estas
enzimas es el alto costo en que establecen las celulasas comerciales, ya que en procesos
como la produccién de bioetanol a partir de residuos lignocelulosos se han reportado

estudios donde se necesita usar cantidades de celulasas con una actividad de 15 FPU que
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equivalen a usar aproximadamente 30 g de enzimas por 1 L de etanol producido[13]. A lo
anterior se le puede sumar el actual aumento en la demanda de estas enzimas para su uso
en otros industrias como lo son la industria alimentaria, textil, papelera, de detergentes,
entre varias otras[7,14].

A nivel industrial, la hidrdlisis enzimética ha tomado mucho interés debido al
desarrollo y crecimiento de las industrias de biocombustibles o biorefinerias. Estas
industrias buscan producir combustibles y productos quimicos a partir de la biomasa; sin
embargo, la mayoria de ellos son producidos utilizando la celulosa como fuente de
carbono, para ello se necesita que esta se encuentre en la forma mas simple que es la
molécula de D-glucosa. Siendo la hidrdlisis el proceso natural, han querido llevarla a cabo
a nivel industrial pero debido a los diversos problemas con costos y actividad de las
celulasas esto se vuelve un paso muy complicado a nivel industrial[15].

Por esto mismo, se han establecido procesos para la hidrolisis de la celulosa sin
tener que usar enzimas. En general, el proceso es llevado acabo por via quimica usando
distintos compuestos acidos o alcalinos[3]. La metodologia mayormente reportada es el
uso de cidos inorganicos y altas temperaturas que, ademas de hidrolizar la celulosa llegan
a producir otros compuestos como acidos débiles, furanos y compuestos fenélicos que son
toxicos para los microorganismos que se usan en la fermentacion y ademéas de ser
peligrosos para el medio ambiente[14,16]. Este proceso se vuelve viable debido a los
costos eficientes que presenta pero con un bajo rendimiento y pobre calidad del producto
final[16]; por lo que se vuelve necesario el uso de un proceso extra para remover todos
esos componentes[14,17].

Por el contrario, la via bioldgica que usa las celulasas es mas eficiente, en algunos

casos puede llevarse a condiciones ambientales y no genera componentes ni residuos
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toxicos. Lo que hace entender el gran interés que se tiene por mejorar todos los procesos

que envuelve a la hidrolisis enzimatica y a las celulasas[18].

1.3 Biologia sintética: una herramienta para nuevas soluciones

Diversas estrategias se han estudiado en los ultimos afios para solucionar la
problematica del uso de celulasas a nivel industrial enfocandose en el aumento de la
produccién de las celulasas para disminuir los costos como buscar microorganismos
hiperproductores de celulasas[8], realizar investigacién méas detallada de los mecanismos
de regulacion para aumentar su produccion en los organismos ya existentes[2],
optimizacion de las condiciones de produccion de los microorganismos productores[19],
el uso co-cultivos de distintos microorganismos productores para aumentar la cantidad de
celulasas producidas[20], entre otras. Otros estudios se han enfocado en la parte catalitica
de las celulasas modificando sus estructuras para incrementar su actividad en nuevos
sustratos o mejorar la estabilidad a temperaturas extremas o pH[12].

Una alternativa que ha tomado interés entre los investigadores es el uso de la
biologia sintética como herramienta para mejorar la produccion de estas enzimas, esto
debido a los avances favorables que se han logrado obtener en los Ultimos afios.

No se tiene una definicion exacta de lo que es la biologia sintética; sin embargo,
en base a los distintos trabajos y areas que se han desarrollado gracias a su uso, se puede
definir como la disciplina que busca la creacion de sistemas biol6gicos que no existen en
la naturaleza regulando, modificando y replicando los sistemas biolégicos conocidos[21—

23].
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Actualmente, la biologia sintética se ve como una herramienta muy prometedora
debido a que se pueden llegar a establecer procesos muy amplios y de interés industrial
desde un microorganismo como lo es el uso de cepas como biorefinerias, donde un solo
microorganismo pueda producir una gran variedad de compuestos de interés[24], todo en
un mismo proceso; 0 como es el establecimiento de consorcios microbianos sintéticos
donde se puedan controlar las interaccion de todos los microorganismos presentes para

distintas aplicaciones[23].

Objetivo

Un microorganismo con la
Actividad celulitica = " - Actividad celulitica
nativa — hablllc!a}d de convertir material o ——— e carre
celulitico en a productos de

interés con bien rendimiento
Microorganismos con la deseada
actividad natural sobre el sustrato

l

Mlnismos roductores de
pri ucloras& nteres.

Ejem. yeast

Ejem. C. thermocelium, T. ressel

Actividad celulitica
recombinante

Microorganismos con facilidad de
modificaciones genéticas

Ejem. E. coli, B. subtillis

Producién de interés
recombinante

Figura 3. Tres estratégicas de bioprocesos consolidados en la obtencioén de microorganismo Utiles en el
procesamiento de materias celuliticas[11].

En el ambito particular de las celulasas, el uso de la biologia sintética como

herramienta ha abierto nuevos caminos para el desarrollo de una produccion industrial
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mejorada de las celulasas[21]. Se han hecho investigaciones mejorando la expresion de
las celulasas en microorganismo naturalmente productores como los hongos, bacterias e
incluso plantas modificando la expresion de los genes especificos de las celulasas en
ellos[14]. También se ha llegado a producir celulasas en microorganismos que
naturalmente no son productores de celulasas pero que por laamplia investigacion en ellos
representan una oportunidad en la produccion de proteinas recombinantes como
Escherichia coli, Bacillus subtilis, Saccharomyces cerevisiae, Pichia pastoris, son
algunos ejemplos de ellos[21,25,26].

Escherichia coli es el microorganismo mas ampliamente estudiado y usado dentro
de la biologia sintética, especialmente en la produccion de proteinas recombinantes v,
especificamente, en la expresion de celulasas. Los principales motivos para el uso de este
microorganismo es el crecimiento rapido en medios muy econémicos, la habilidad de
alcanzar altas densidades celulares, asi como altas expresiones de proteinas y el amplio
conocimiento disponible de su fisiologia, genética y de la manipulacion genética en
éste[11,27,28].

Esto a llevado a colocarlo como la primera opcion cuando se habla de
modificaciones genéticas que tienen como fin su uso en un proceso a nivel industrial y
aunque presenta desventajas como ocasionales problemas en la expresion recombinante o
bajos rendimientos finales, siguen siendo la mejor opcion para ser considerada en la
industria[29,30].

Estas tecnologias en desarrollo nos proporcionan nuevos caminos para investigar
mejoras en los procesos industriales ya existentes, como la produccion de celulasas y el
mejor aprovechamiento de los residuos lignocelulosos, y lograr avances importantes hacia

la implementacion de procesos mas sustentables en la industria.
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CAPITULO 2

2. ANTECEDENTES

La produccion de celulasas es un proceso que se ha estudiado durante mucho
tiempo; sin embargo, en los Ultimos afios la investigacion y desarrollo en su produccién
ha aumentado considerablemente debido a la creciente demanda de estas en el mercado
global. Esto anterior es causado por el aumento del interés en las industrias de establecer
procesos mas sustentables a causa del cambio climatico.

Esto se ido realizando de muchas maneras, desde los distintos tipos de residuos
lignocelulosos a usar como fuente de carbono y su influencia en la expresion de las
celulasas, su composicion precisa y el mecanismo de accion de las celulasas sobre cada
uno de ellos hasta la modificacion genética en bacterias u hongos para lograr una mejor
produccién de estas, todo con la finalidad de encontrar mejoras que ayuden a establecer
un mejor proceso de hidrdlisis enzimética a nivel industrial.

En cuestion de los residuos lignocelulosos, a lo largo de los afios se han reportado
el uso de una gran variedad de residuos como fuente de carbono para la produccion u
obtencidn de celulasas como el uso del bagazo de cafia de azlcar en Brasil[31], el uso de
residuos de papel y de aserrin en India[32] o el uso de residuos de maiz, trigo y arroz en

México[10]. Aunque estos son algunos ejemplos puntuales de su uso, es comun que se
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usen residuos lignocelulosos como sustratos en la produccion de celulasas a nivel
industrial como lo es la paja de arroz, la paja de trigo y el bagazo de cafa en industrias

como la textil y la alimenticia[33].

Tabla 1.Principales componentes de algunos residuos lignocelulosos[3].

Celulosa Hemicelulosa Lignina
Residuo lignoceluloso

(Yopeso) (Yopeso) (Yopeso)
Paja de cebada 33.8 21.9 13.8
Mazorca 33.7 31.9 6.1
Tallo de maiz 35 16.8 7
Tallo de algodon 58.5 14.4 21.5
Paja de avena 39.4 27.1 17.5
Paja de arroz 36.4 19 9.9
Paja de centeno 37.6 30.5 19
Tallo de soya 34.5 24.8 19.8
Bagazo de cafa de azlcar 40 27 10
Tallo de girasol 42.1 29.7 13.4
Paja de trigo 32.9 24 8.9

Para facilitar la seleccion de los residuos en este proceso, se han reportado a lo
largo de los afios las composiciones en porcentaje de peso seco de celulosa, hemicelulosa
y lignina en diferentes residuos lignocelulosos (Tabla 1) asi como los mecanismos de
accion de las enzimas sobre estos[34,35]. Estos mecanismos de accion son de ayuda para
entender el comportamiento de las enzimas sobre los residuos lignocelulosos y determinar

el posible efecto de estos en su produccion.
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La investigacion activa de las celulasas tiene registros de su comienzo en la década
de 1950 donde se comenzd a tomar interés por el potencial uso de los residuos
lignocelulosos como una muy importante materia prima, aunque su aplicacion a nivel
industrial no se dio sino hasta la década de 1980 donde comenz6 su uso en la alimentacion
en animales[36].

Los hongos fueron los principales microrganismos con los cuales se realizaron las
primeras investigaciones. Uno de los motivos que llevaron al uso de los hongos es que
son los principales degradadores de los residuos lignocelulosos en la naturaleza; por eso,
para 1976 ya se tenian 14000 especies de hongos identificadas capaces de degradar la
celulosa[17].

Kuhad et al.[37] y Dashtban et al.[17] realizan un recuento de algunos de los
hongos estudiados a lo largo de los afios. Estos mencionan también otras caracteristicas
que encontraron conforme el avance en la investigacion en estos microorganismos como
la gran variedad de enzimas que los hongos podian secretar para hidrolizar los residuos
lignocelulosos, asi como que algunas especies tenian la habilidad de degradacion
produciendo las enzimas de manera extracelular.

Debido a que los hongos han sido los microorganismos mas estudiados se
encontraron puntos débiles en el uso de estos[38], lo que llevo al analisis de la produccién
de celulasas usando otros microorganismos productores como los son las bacterias.

Las ventajas de usar bacterias en lugar de hongos como organismos productores
de celulasas fueron reportadas a conforme se fue aumentando la investigacion en estos
primeros. Sadhu et al.[39] realiza un recuento de las ventajas mostradas en el uso de
bacterias como productoras de celulasas presentando una mayor tasa de crecimiento que

un hongo permitiendo una produccién mas rapida. Otra ventaja que muestra es que debido
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a la variedad de ambientes en las que pueden llegar a vivir algunas bacterias son capaces
de soportar condiciones extremas y al mismo tiempo producir enzimas que también son
estables a estas condiciones lo que las hace mas Gtiles en un proceso produccién como por
ejemplo en las biorefinerias dedicadas a la produccion de etanol.

A lo largo de los afos, se han ido realizando estudios tanto con hongos como
bacterias, buscando mejorar la produccion de celulasas para poder ser llevados a nivel
industrial y sean una solucién a los problemas en la demanda creciente de estas enzimas.
Sukumaran et al.[8] y Yang et al.[13] mencionaran algunas de las muchas investigaciones
que se han realizado con microorganismos como Aspergillus niger, Penicillium
funmiculosum, Trichoderma reesei, Bacillus substilis, Cellulomonas flavigena, Clostrium
thermocellum, por mencionar algunos.

Se han buscado diferentes caminos en la mejora de la produccion con estos
microorganismos, que van desde la seleccion del mejor pretratamiento para los residuos
lignocelulosos para desencadenar una mejor produccion de celulasas, hasta la
optimizacion de las condiciones de cultivo para lograr la mejor produccion de celulasas
en términos de la actividad enzimética.

Sukumaran et al.[18] usaron dos distintos pretratamientos (acido y alcalino) para
los residuos que usaron en la produccion de celulasas y reportan un mejor rendimiento en
términos de azucares reductores usando el tratamiento alcalino que el acido en todos los
residuos que usaron como fuente de carbono.

Gutiérrez-Rojas et al.[2] nos dan un andlisis a profundidad de los mecanismos de
accion de algunos de algunos hongos y una propuesta el comportamiento de cada uno de

ellos al momento de la hidr6lisis enzimatica.
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Rana et al.[20] llevaron acabo la hidrolisis enzimatica usando un coctel de
celulasas in situ usando a Trichoderma reesei RUT-C30 y Aspergillus saccharolyticus
obteniendo resultados iguales a usar cocteles de celulasas comerciales, lo que muestra una
forma en la que se pueden obtener los mismos resultados llevando acabo el proceso en el
lugar.

Muhammad et al.[19] llevaron acabo la optimizacion de la produccion de celulasas
con Aspergillus tubingensis IMMIS2 con diferentes sustratos usando la metodologia de
superficie de respuesta como herramienta de optimizacion obteniendo una actividad
maxima de 112 pg/mL/min y obteniendo los factores significativos para el aumento en la
actividad.

A esta busqueda de soluciones a la produccion de celulasas se le ha abierto el uso
de la biologia sintética y la manipulacion genética como nuevas herramientas que abren
nuevas opciones para la produccion de celulasas a nivel industrial.

Ellild et al.[31] usaron a una cepa de Trichoderma reesei genéticamente
modificada que secreta celulasas en la presencia especifica de ciertas azucares y agregaron
los genes para la expresion B-glucosidasa para mejorar la degradacion de esta, obteniendo
que estas con estas modificaciones genéticas mejoraron la produccion y degradacién de
los sustratos usados.

Debido a los resultados amplios usando la biologia sintética como herramienta y
la produccién de celulasas, los investigadores comenzaron a usar microorganismos que
naturalmente no son productores de celulasas pero que han demostrado su uso siendo
usados a nivel industrial. Lambertz et al.[28] proporcionaron un resumen de todos los
retos y ventajas que se han topado a lo largo de los afios en el uso de la biologia sintética

para la produccion de proteinas recombinantes en diferentes microrganismos; mientras
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que, Srivastava et al.[21] centran este mismo tema hacia la produccién especifica de
celulasas recombinantes y las ventajas que esto demuestra para la demanda actual.

Esto llevo a ver a Escherichia coli como una opcidn viable para la produccion de
celulasas a nivel industrial. Esta bacteria se ha convertido en una de las opciones mas
prometedoras debido al gran uso que se le da como productora de muchos compuestos y
es el microorganismo que mas se ha estudiado, esto ultimo a dado mucho informacién
importante para lograr su manipulacién genética, principalmente en la produccion de
proteinas recombinantes, e informacion de su uso a nivel industrial[40].

En cuestion de la produccion de celulasas en Escherichia coli, se tienen varias
investigaciones que han mostrado resultados favorables. Wulff et al.[41] reportan la
clonacién del gen Xf818, de una endoglucanasa de la planta Xylella fastidiosa, la
expresion y la purificacion de la celulasa en Escherichia coli para facilitar su obtencién y
caracterizacion; logrando obtener la degradacién de CMC a un pH de 5.2 y temperatura
de 65 °C.

Zafar et al.[42] realizaron la clonacion, expresion, purificacion y caracterizacion
del gen de una endoglucanasa de Bacillus licheniformis ATCC 14580 en Escherichia coli
BL21 (DE3) logrando obtener una actividad enzimética de 18.25 U/mL/min. Ademas, los
resultados demostraron la resistencia de la enzima en temperaturas arriba de 90 °C a
rangos de pH entre 3 a 8 y demostraron la resistencia de esta celulasa a inhibidores como
Tween 80.

Li et al.[43] realizaron la clonacion, expresion y purificacion del gen de una
endocelulasa de Bacillus subtilis DR en Escherichia coli BL21 (DE3) logrando obtener

una produccion 3 veces mayor en la cepa recombinante que en la cepa original.
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Amraini et al.[44] utilizaron la cepa de Escherichia coli EQRK2 modificada para
la expresion extracelular de la endoglucanasa de Bacillus sp. RK2 para su produccién
usando manojo de fruta como sustrato y sus resultados mostraron que la actividad de las
celulasas producidas por la cepa recombinante era mayor que la actividad con los residuos
que la cepa original obteniendo 1.905 y 1.366 U/mL, respectivamente. Ademas de
observar mejoras en las caracteristicas en las celulasas de E. coli que las de B. sp como
aumento en la temperatura optima de degradacion de 50 °C a 60 °C, asi como mejores
valores de las constantes cinéticas Km y Vmax.

Mohammad et al.[45] utilizaron la cepa de Escherichia coli BL21 (DE3)
modificada para la expresion extracelular de la endoglucanasa FnCel5A de
Fervidobacterium nodosum, optimizando a la par la produccion mediante el uso de
metodologia de superficie de respuesta como herramienta logrando obtener las mejores
condiciones de cultivo en 0.56 mM IPTG e incubando durante 29.5 horas a 24 °C,
alcanzando la mayor actividad enzimética de 3.31 IU/ mL.

Gao et al.[30] utilizaron la cepa de Escherichia coli BL21 (DE3) modificada para
la expresion extracelular de una proteina de fusion con dos sitios cataliticos de celulasas,
una endoglucanasa de Bacillus sp y una B-glucosidasa de Thermobifida fusca Y X, y ser
usada como una cepa que pudiera usar celulosa como fuente de carbono. Ademas,
modificaron la ruta metabdlica de esta cepa para realizar la sintesis de 3-hidroxipirubato
y, asi, demostrar el uso de sustratos celulosos como fuente de carbono en la produccién
de este polimero. Ellos lograron detectar una actividad enzimatica de cada una de las
celulasas con 38 IU/mL y 46.83 IU/mL para la p-glucosidasa y endoglucanasa,

respectivamente. A la par, obtuvieron un rendimiento de PHB entre 2.57-8.23 en % de
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peso seco usando como fuente de carbono celulosa amorfa/celobiosa; demostrando la
creacion de una cepa que usa efectivamente celulosa como fuente de carbono para la
produccion de metabolitos de interés industrial.

Toda la informacion anterior nos da la pauta para proponer el uso de la cepa de
Escherichia coli BL21 (DE3) para la produccion de celulasas mediante el uso de la
biologia sintética como herramienta de modificacion genética y lograr tener un
microorganismo con capacidad degradadora de residuos lignocelulosos que pueda ser
usada a nivel industrial, tanto en la produccion de celulasas como en la produccion de
otros metabolitos de interés comercial. Por lo tanto, en este trabajo se utilizara una cepa
de Escherichia coli BL21 (DE3) modificada genéticamente para la produccién
extracelular y optimizacion de 2 proteinas: la primera es una proteina de fusion usando el
dominio catalitico (CelCD) de la endo B-1-4 glucansa de Bacillus spp. [No. de acceso
M84963] fusionado con la B-glucosidasa de Thermobifida fusca (bglC) [No. de acceso
AF086819.2] (excluyendo el péptido sefial) y la segunda consiste en los primeros 20
aminoacidos N-terminal del dominio catalitico (Cel20) de la endo B-1-4 glucansa de
Bacillus spp. [No. de acceso M84963] fusionado con el cDNA (excluyendo el péptido
sefial) de la exo B-1,4-glucanasa de Trichoderma reesei (CBHII: codones optimizados
para la expresion en E. coli). Ambos genes fueron clonados en el plasmido pETDuet-1
(Novagen) el cual fue disefiado para la coexpresion de dos genes objetivos regulados por
un promotor inducible con IPTG o lactosa. Esto con el objetivo de establecer las bases de

un proceso de produccion de celulasas a base de residuos lignocelulosos.
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CAPITULO 3

3. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

3.1 Hipotesis

La cepa de Escherichia coli BL21(DE3) podra expresar de manera extracelular las

celulasas modificando el medio de cultivo.

3.2 Objetivo General

Establecer un medio de cultivo para la produccion extracelular de celulasas usando la cepa

de Escherichia coli BL21(DE3).
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3.3 Objetivos Especificos

e Producir celulasas extracelulares con la cepa BL21(DE3) usando medio
minimo (medio m9) como medio de cultivo.

e Producir celulasas extracelulares con la cepa BL21(DE3) usando medio
Luria-Bertani (medio LB) como medio de cultivo.

e Producir celulasas extracelulares con la cepa BL21(DE3) usando medio
Terrifc Broth (medio TB) como medio de cultivo.

e Optimizar la produccion extracelular de celulasas a nivel matraz.
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CAPITULO 4

4. METODOLOGIA

4.1 Materiales, reactivos y equipo

Para las diversas pruebas a realizar en este proyecto se utilizé el siguiente material:
Matraces Erlenmeyer 125, 250 y 500 mL marca JENAerGLAS, tubos para cultivo marca
HACH, tubos de ensayo de 15 y 50 mL marca Corning, Placas de 96 pocillos marca
Corning, celdas para espectrofotometro de 10 mm marca Brand, micropipetas de 2-20, 20-
200 y 100-1000 pL con sus respectivas puntillas marca Eppendorf, frascos de 250 mL de
vidrio con rosca, tubos para microcentrifuga de 1.5 mL marca Eppendorf.

De los reactivos necesarios para el desarrollo del proyecto se utilizaron: medio de
cultivo Luria-Bertani, ampicilina, IPTG, CMC-sodica, extracto de levadura, triptona,
glicerol, MgS0O4-7H20, CaCl2-2H20, NaOH, HNO3, Na2HPO4, KH2PO4, NaCl, NH4Cl.

Los siguientes equipos, que se encuentran en el laboratorio de Biologia Sintética
y de Sistemas en el Centro de Investigacién en Biotecnologia y Nanotecnologia de la
Facultad de Ciencias Quimicas de la UANL, se utilizaron para el desarrollo de las pruebas
incluidas en el presente estudio: incubadora estatica y con agitacion, balanza analitica,

campana de flujo laminar, autoclave, refrigerador y congelador Norlake,
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espectrofotometro Optizen 2120 UV Plus, lector de placas Multiskan GO Thermo

Scientific y camara de electroforesis Biorad.

4.2 Cepas bacterianas

La cepa Escherichia coli BL21 (DE3), trabajada durante este proyecto como BD3,
fue proporcionada por nuestro mismo grupo de investigacion pertenecientes al laboratorio

de Biologia Sintética y de Sistemas de la Facultad de Ciencias Quimicas, UANL.

4.3 Produccion de celulasas

Para la produccion de celulasas se prepard un cultivo overnight, a partir de un
cultivo liquido de medio a usar suplementado con Ampicilina (1 pL/mL). Se tomé una
cantidad de 100 puL, se inocul6 en un matraz con 100 mL de medio fresco y se dejo
incubando por 18 — 20 horas a 37 °C y 150 rpm.

Del cultivo overnight, se tomé la densidad oOptica a 600 nm (ODsoo) en un
espectrofotometro Optizen 2120 UV Plus y se realizo los calculos para determinar la
cantidad necesaria de cultivo a agregar a todos los cultivos para establecerlos en una ODeoo
inicial de 0.1.

Se inocul6 en un matraz con 50 mL de medio fresco, el cual se dejé incubar a 37
°Cy 150 rpm. Se dejo alcanzar una ODsoode 0.6 y se indujo con IPTG a una concentracion
de 0.5 mM. Los cultivos inducidos se dejaron en una incubadora estacionaria a 37 °C y

150 rpm durante 20 h.
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Este procedimiento se usé para cada uno de los diferentes medios que se requirio

usar durante el proyecto. Todas las producciones se corren por triplicado.

4.4 Metodologia de ensayos de actividad enzimatica

Para el ensayo de actividad enzimatica se tom6 1 mL del cultivo de la produccion
de celulasas en un tubo de 1.5 mL. Se centrifugé a 10,000 rpm durante 5 min en una
microcentrifuga Marca Thermo Scientific. Una vez centrifugado el cultivo, se tomaron
100 uL del sobrenadante, considerado como suspension de proteinas, y se pasaron a un
nuevo tubo de 1.5 mL. Se le adicionaron 900 uL de Buffer Britton-Robinson (CH3sCOOH
0.04 M, H3PO4 0.04 M, H3BO3 0.04 M, NaOH 0.2 M) con CMC sddica 1% Yy se agitaron
por medio de un vortex para lograr una mezcla homogénea.

Se dejaron las muestras en incubacion durante 30 min a 37 °C a 900 rpm en un

Termomixer Marca Eppendorf. Todas las muestras se corrieron por triplicado.

4.5 Gel de proteinas SDS-PAGE

Para visualizar lo produccion de las celulasas, se corrié una electroforesis en gel
de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes. Se prepar6 un gel de poliacrilamida
de resolucion al 12% y un gel concentrador al 4%.

Se cargaron las muestras, un marcador de peso Broad Multi Color Pre-Stained
Protein Standard (Genescript) y BSA como control. Se corrié a 180 volts, durante 2 h.

Después de la electroforesis, se retird la parte del gel concentrador y el gel de

resolucion restante fue sumergido en una solucion tefiidora (40% agua destilada, 10%
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acido acético, 50% metanol, 0.25% Azul de Coomassie R-250) y se dejo incubando
durante 4 h con movimiento suave a temperatura ambiente.

Al pasar el tiempo de tincion, se retird la solucion tefiidora y se lavo con agua
destilada para retirar el sobrante del gel. Después, fue sumergido en una solucién
destefiidora (67.5% agua destilada, 7.5% acido acético, 25% metanol) y se dejo incubar
durante 4 h con movimiento suave a temperatura ambiente. La solucion para destefiir se
cambio cada 2 h, hasta que las bandas lograron ser visibles.

Al finalizar, se retird la solucion destefiidora y se lavo el gel con agua destilada.

Se mantuvo en refrigeracién a 4 °C, en agua destilada.

4.6 Metodologia de cuantificacion de proteinas por el método de Bradford

Para la cuantificacion de proteinas se realizd una curva de calibracién a diferentes
concentraciones de estandar BSA (500 pg/ml, 250 ug/ml, 125 pg/ml, 62.5 ug/ml, 31.2
ug/ml, 15.6 ug/ml, 0 ug/ml). En una placa de 96 pocillos, se agregaron 20 mL de las
muestras estdndar como de las muestras a analizar. Posteriormente, se adicionaron 180
mL del reactivo Bradford a cada una de las muestras procurando una adecuada mezcla. Se
dejaron templar las muestras por 5 minutos. Se realizo la medicion de la absorbancia en
un lector de microplacas marca Thermo Scientific Modelo Multiskan GO a una longitud

de onda de 595 nm. Todas las muestras se corrieron por triplicado.

4.7 Metodologia de cuantificacion de azUcares reductores por el método de
Miller
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Para la cuantificacion de azucares reductores se realizé una curva de calibracion a
diferentes concentraciones de estandar glucosa (5 mg/ml, 3 mg/ml, 1 mg/ml, 0.8 mg/ml,
0.4 mg/ml, 0.2 mg/ml, 0 mg/ml). En tubos de 1.5 mL se agregaron 25 mL de las muestras
estandar como de las muestras a analizar. Posteriormente, se adicionaron 25 mL del
reactivo DNS a cada una de las muestras procurando una adecuada mezcla. Después se
colocaron a hervir durante 5 minutos a 100 °C en un Termomixer Marca Eppendorf.
Inmediatamente pasado el tiempo, se coloraron todas las muestras en un bafio de hielo
para cortar la reaccién y se dejaron hasta que consiguieron una temperatura ambiente.
Después se agregaron 250 mL de agua destilada a cada uno de los tubos con muestra. Se
tomaron los 300 mL de cada tubo y se colocaron en pocillos de una placa de 96 pocillos.
Se realizd la medicién de la absorbancia en un lector de microplacas marca Thermo
Scientific Modelo Multiskan GO a una longitud de onda de 540 nm. Todas las muestras

se corrieron por triplicado.

4.8 Manejo y disposicién de residuos

Los residuos generados durante la realizacion del proyecto de investigacion fueron
gestionados de acuerdo con las caracteristicas de estos, siguiendo los lineamientos
establecidos por el Departamento de Medio Ambiente y Seguridad de la Facultad de
Ciencias Quimicas utilizando los recipientes proporcionados por este departamento, en

base a la Norma PR-CLB-SRR-000.
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CAPITULO5

5 RESULTADOS Y DISCUSIONES

Con el fin de establecer los nutrientes necesarios para el proceso de produccion de
las celulasas y, al mismo tiempo, lograr una expresion extracelular, se analiz6 su
produccidn en distintos medios de cultivo para ver su efecto. Se realizé el seguimiento de
la cantidad de proteinas en el medio y la cantidad de azUcares reductores como medida
indirecta de la actividad enzimatica.

Se utilizo la cepa BL21 sin modificacion como cepa control en los distintos
experimentos. Cada uno de los experimentos de produccion de celulasas se realiz6 con
base a lo planteado en la seccién 4.3 con pequefias variaciones necesarias en cada

experimento que se mencionan en cada uno de ellos.

5.1 Produccion de celulasas en medio Terrific (TB)

Se realiz6 la produccién de celulasas en medio TB como primer paso para
establecer el proceso de produccidn y como replica a los resultados reportados por le grupo
de investigacion de esta cepa.

Como se puede ver en la figura 4, se obtuvo una cantidad de proteinas extracelular

de 676.0 ug/mL en la cepa BD3 mostrando una diferencia significativa contra la cepa
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control mientras que en la figura 5 podemos ver el analisis de la actividad enzimatica en
cada uno de los sobrenadantes de las cepas, obteniendo un resultado para la cepa BD3 de
1.15 Ul/mL mostrando de igual manera una diferencia significativa a la cepa control.

En base a los dos resultados se puede decir que tenemos una expresion extracelular
de proteinas que muestran actividad celulésica, por lo que podemos indicar que la mayor

parte de estas proteinas son las celulasas que se deseaban producir.

Concentracién de proteinas

BL21 BD3

Figura 4. Cuantificacion de proteinas extracelulares. BL21 cepa wild type, BD3 cepa productora de celulasas.

Estos resultados obtenidos son los esperados con respecto a lo reportado por
Lerma-Escalera[46] en experimentos anteriores dentro del grupo de investigacion.

Ellos reportan la expresion extracelular de las celulasas usando la cepa de
BL21(DE3) y medio TB como medio de cultivo, realizado a nivel matraz con un volumen

de 50 mL y a nivel reactor con un volumen de 2.5 L.
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Figura 5. Actividad enzimatica. BL21 cepa wild type, BD3 cepa productora de celulasas.

5.2 Produccidn de celulasas en medio minimo (M9)

Con los resultados de la produccién de celulasas en un medio con muchos
nutrientes como el TB y con el fin de controlar principalmente la cantidad de azUlcares en
el medio de cultivo se realizd la produccion en medio M9 para tener un control en los
nutrientes durante todo el proceso de produccion.

El punto de controlar los nutrientes en el medio se basaba en la idea de garantizar
el aprovechamiento de una fuente de carbono externa como lo pudieran ser los residuos
lignocelulosos.

Durante este experimento se siguieron las variables de crecimiento, cantidad de
proteinas y cantidad de azucares reductores durante toda la produccion, realizando analisis
cada 3 horas. La tabla 2 muestra la nomenclatura de cada muestra y su especificacion.

El crecimiento de la cepa BD3 no se vio afectado en medio M9, como se puede
apreciar en la figura 6. La presencia del inductor IPTG y de la CMC-sddica no afectaron

el crecimiento de la cepa significativamente.
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Tabla 2. Nomenclatura y especificaciones de las muestras. Produccion en medio M9.

Muestra Especificacion

X Medio sin fuente de carbono
BD30 Medio con glucosa (sin IPTG)
BDa3i Medio con glucosa (IPTG)
BD3CO0 Medio con glucosay CMC-sddica (sin IPTG)
BD3Ci Medio con glucosa y CMC-sddica (IPTG)
1.4000
\\/\./F-*
1.2000
__1.0000
= ——x
g 0.8000 5030
C
CO) 0.6000 o —0— BD3i
—e—BD3CO
0.4000 BD3Ci
0.2000 i
o.oooo»A_‘ Tt ——e—0
0 5 10 15 20
Tiempo (h)

Figura 6.Curva de crecimiento de la cepa BD3 durante produccién en medio M9.

La fuente de carbono en medio M9 es glucosa, un azucar reductor, que es el
principal regulador del crecimiento en este medio. En este punto, logramos observar que
el consumo de azUcares en las muestras se comporta de manera inversa al crecimiento,
como se puede apreciar en la figura 7. Esto es un comportamiento esperado durante el

crecimiento de cualquier microorganismo.
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Como reactivo adicional, se agregé CMC-sddica en algunas de las muestras para
poder analizar la actividad presente de las celulasas producidas y si era posible lograr su
degradacion en ese medio. Este efecto esperado no sucedio, ya que no se logré ver un
cambio significativo en el crecimiento de la cepa con CMC-sodica lo que hubiera indicado
su aprovechamiento como fuente de carbono y, por ende, la presencia de celulasas activas.

En cuestion de la produccién de celulasas, es importante recalcar que esta se inicia
al momento de agregar el inductor IPTG al medio de cultivo, por lo que se esperaba que
la cantidad de las celulasas fuese aumentando con respecto al tiempo hasta llegar a un
maximo en su produccién. Sin embargo, como se puede apreciar en la figura 8, no se
tiene presencia de proteinas en el sobrenadante del medio M9.

Lo que se esperaba era que, una vez inducido el medio de cultivo, conforme fuera
aumentando el crecimiento aumentaria de igual manera la cantidad de celulasas en el

medio, aunque no se esperaba que fuera de igual magnitud como en un medio rico como

el TB.

2.0000
~ 1.8000
=
S, 1.6000
£
5 1.4000
g 1.2000 ——
= 1.0000 BD30
o) .
s 0.8000 ~ —@— BD3i
5 _
S 0.4000 BD3CI
[
(@]
O 0.2000

0.0000 @ ° /\+

0 5 10
Tiempo (h)

Figura 7. Curva de cuantificacion de azucares reductores durante produccion en medio M9.
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Estos resultados indicaron que el medio M9 permitia controlar los nutrientes para
la cepa BD3 pero que estos nutrientes no eran necesarios para desencadenar la produccion
de proteinas. Lo anterior puede ocurrir debido a que los pocos nutrientes presentes en el
medio son usados por la cepa para crecer y sobrevivir, dejando de lado otras rutas
metabolicas que no son indispensables como lo seria la produccion de las celulasas.

Esto llevo a que la falta de nutrientes en el medio M9 con la cepa BD3 afectaba
considerablemente la produccion de proteinas, hasta el punto de no llegar a producir.

Una opcidn con este medio era el buscar la produccion de celulasas modificando
los nutrientes poco a poco hasta un punto donde fuese considerable la produccion y
después realizar una optimizacion para lograr la mejor produccion de celulasas; sin
embargo, por cuestiones de tiempo esta opcion era complicada de llevarse acabo durante

este proyecto.
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[N\
T 140.00
£
2 120.00
5
S 100,00
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= —e—BD3i
S 60.00
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Figura 8. Curva de cuantificacion de proteinas extracelulares de la cepa BD3 durante produccion en medio M9.
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5.3 Produccion de celulasas en medio Luria-Bertani (LB)

Pensando en un aumento de los nutrientes para lograr una buena produccion, se
optd por el uso del medio LB como medio de cultivo para la produccion. Este medio de
cultivo es el de mayor uso cuando se habla de produccion de proteinas recombinantes en
E. coli y se ha usado como medio de cultivo en la degradacién de residuos.

De igual manera que en el medio M9, en este experimento se adicion6 CMC-sddica
como fuente de carbono suplementaria como deteccion de celulasas activas en el medio.

En la tabla 3 se muestra la nomenclatura de cada muestra.

Tabla 3. Nomenclatura y especificaciones de las muestras. Produccion en medio M9.

Muestra Especificacion

Control Medio sin BD3

BD30 Medio con BD3 (sin IPTG)
BDa3i Medio con BD3 (IPTG)

La figura 9 muestra la cantidad de proteina detectada de manera extracelular en la
produccion hecha en este medio. La diferencia no es muy significativa por lo que se podria
decir que la produccion de celulasas no se obtuvo usando este medio de cultivo.

De igual manera en la figura 10, no se detecta una diferencia significativa en la
actividad enzimatica lo que sustenta la no produccion de las celulasas.

En ambas metodologias no se logra apreciar una diferencia estadisticamente
significante como para poder declarar una produccion de celulasas.

A diferencia con el medio M9, el medio LB es el medio mas cominmente usado

en la expresion de proteinas recombinantes ya que cuenta con los nutrientes necesarios
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para llevar un crecimiento del microorganismo y realizar otras funciones metabélicas con
normalidad. Sin embargo, este experimento no es concluyente en el sentido de si la falta
de nutrientes era un problema en el medio M9; o si, ademas de la falta de nutrientes, existe
otra variable o condicion que este afectando la produccion de las celulasas en estos dos

medios.

N
o
o

Concentracion de proteinas (ug/ml)

=
o
o

Control BD30 BD3i

Figura 9. Cuantificacion de proteinas extracelulares de la cepa BD3 en medio LB.

En base a toda la informacién recopilada, es ampliamente conocido que uno de los
principales problemas al trabajar con E. coli es su incapacidad de exportar proteinas al
medio de cultivo debido a varias caracteristicas fisioldégicas por lo que se han estado
investigando maneras de poder favorecer la expresion extracelular de proteinas. Esta
podria ser el inconveniente que estaria pasando en la produccion de las celulasas.

Sin embargo, es importante resaltar que en las etapas iniciales de la

experimentacion se logro obtener la produccion de celulasas usando el medio TB, por lo
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que el problema de la secrecidn de las celulasas podria estar dado por algunas condiciones
fisicas mismas de los diferentes medios como lo podrian ser la diferencia en la cantidad
de nutrientes o de la presencia de ciertos compuestos particulares de cada uno de ellos que

favorezcan la secrecién de las celulasas.
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Control BD30 BD3i

Figura 10. Actividad enzimatica de la cepa BD3 en medio LB.

5.4 Produccion de celulasas. Variacion del medio cultivo.

Para identificar de manera clara las diferencias en la produccion de celulasas con
la cepa BD3 en los distintos medios de cultivo, se realizo la produccion de celulasas
variando el medio de cultivo con el fin de detectar la diferencia entre cada uno de ellos.

Como se puede observar en la figura 11, la cantidad de proteinas en el medio de
cultivo es mucho mayor en el medio TB que en los otros dos medios y, de igual manera,

en la figura 12, se comprueba la actividad de las celulasas solo en medio TB.
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Con los resultados obtenido en este experimento se puede decir claramente que la
produccion de celulasas se puede dar en el medio TB mientras que en los medios M9 y
LB no se logra apreciar una diferencia significativa en ambas mediciones que nos puedan

indicar que si se logro una produccion de las celulasas en esos dos medios.

600.00
500.00
400.00
300.00
200.00

100.00

Concetracion de proteinas (ug/mL)

0.00 — e —
Medio M9 Medio LB Medio TB

Medio de cultivo

mBL21 =BD3

Figura 11. Cuantificacion de proteinas extracelulares de la cepa BD3 en distintos medios.
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Figura 12. Actividad enzimatica de la cepa BD3 en distintos medios.

En base a los resultados y a la experimentacion, la produccion de las celulasas en
la cepa BD3 se ve afectada por los nutrientes en los medios de cultivo ya que las
condiciones de experimentacion fueron las mismas.

Se sabe que el medio M9, es un medio sencillo y con carencia de nutrientes debido
a que su fin es controlar la cantidad de nutrientes disponibles para la cepa, por lo que es
entendible que la produccidn de celulasas se vea afectada por la falta de nutrientes, aunque
no se esperaria que fuera bloqueada totalmente.

Sin embargo, los medios LB y TB son medios ricos que presentan mucha similitud
entre ambos, aunque si presentan modificaciones en sus compuestos. En las tablas 4 y 5

se pueden visualizar los componentes de cada uno de ellos y la concentracion.

Tabla 4. Composicion del medio TB

Medio TB
Compuesto Concentracién
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Extracto de Levadura 24 g/L

Triptona 20 g/L
Glicerol 4 mL/L
0.017 M
KH2PO4

Buffer de fofatos 0.072 M
K2HPO4

Tabla 5. Composicion del medio LB

Medio LB
Compuesto Concentracion
Extracto de levadura 59/L
Triptona 10 g/L
NaCl 10 g/L

Algunos investigadores reportan haber tenido problemas con la expresion de
algunas proteinas en E. coli usando el medio LB dando la razon a la solubilidad de la
proteina expresada por la cual no logra plegarse de manera correcta debido a los nutrientes
del medio. Sin embargo, no hay una razén lo suficientemente correcta como para justificar
el hecho, aunque si se ha llegado a reportar la diferencia.

Una posible explicacion podria estar en el pH. Mientras que el medio LB usa NaCl
como fuente de sales, el medio TB usa como fuente de sales un buffer de fosfatos mismo
que podria estar ayudando a controlar el pH y evitando asi la inhibicion de la cepa debido
a un cambio en su pH de crecimiento optimo.

Otra explicacion podria ser la presencia del glicerol en el medio TB. En el area de
biomateriales, este compuesto ha sido estudiado como una opcion de biopolimero, asi
como su la mezcla con otros compuestos para forma polimeros biodegradables. Por esto
mismo se han estudiado sus propiedades y se ha encontrado la facilidad que este

compuesto tiene para crear una cierta plastificacion en peliculas con base en polisacaridos

42



otorgando una permeabilidad dentro de estas peliculas.[47,48] Es efecto podria dar una
explicacion a la expresion extracelular de las celulasas en el medio TB, ya que la pared
celular de la cepa es un compuesto practicamente hecho de polisacaridos y la presencia
del glicerol podria estar provocando una permeabilidad de la pared que ayude en la salida
de las celulasas hacia el exterior.

Lo que si se sabe es que el medio TB es un medio con mucho mas nutrientes que
el LB, que se puede apreciar en las Tablas 4 y 5, lo que ha reportado como un beneficio

a la hora de expresar proteinas.

5.5 Gel SDS-PAGE.

Para visualizar la produccion de nuestras celulasas, se realizé un gel SDS-PAGE
con las muestras del experimento de variacion del medio de cultivo.

En la figura 13 se muestra el gel de acrilamida 12% con las muestras de medio de
cultivo en TB, donde se pueden observar claramente en los 3 carriles de muestra una banda
de aproximadamente 95 kDa que corresponde a una de las celulasas expresada; mientras
que, a la altura de 50 kDa se puede apreciar pequefias manchas muy tenues por encima de
la banda de 50 kDa las que corresponderian a la otra de las celulasas producidas.

En la figura 14 se muestra el gel de acrilamida 12% con las muestras de la parte
interna de la cepa, donde se puede observar de mejor manera las bandas de ambas
celulasas. En el carril 1, es la cepa BL21 sin modificacién por lo que las otras bandas que
se ven en la cepa BL21 modificada, son las celulasas recombinantes. En los carriles de
medio LB, se pueden apreciar de mejor manera ambas bandas; mientras que en las

muestras de medio TB se pueden apreciar estas mismas bandas, pero menos marcadas.
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Este experimento se puede ver como la expresion de las celulasas en el medio LB
se lleva a cabo por parte de la cepa, pero no logrando ser exportadas al exterior por lo que
quedan atrapadas dentro de esta; mientras que en el medio TB podemos visualizar las
bandas tanto en el interior de la cepa como en el sobrenadante del medio de cultivo
indicando la salida de las celulasas de la cepa.

Lo anterior puede ser explicado por la presencia del glicerol en el medio TB, como

se analizaba en la seccion 5.4 de esta investigacion.

Marc BD3 TB Extracelular

—
130 -» -

95 —> an’%kl?&
e e

Figura 13. Gel de poliacrilamida, SDS-PAGE al 12% de las celulasas recombinantes de la cepa BD3. Marc: marcador
de peso. Muestras de sobrenadante (medio de cultivo) de la produccion de celulasas con variacion de medio de
cultivo.
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Figura 14. Gel de poliacrilamida, SDS-PAGE al 12% de las celulasas recombinantes de la cepa BD3. Marc: marcador

de peso. Carril 1: BL21 cepa sin modificacién. Carriles 2-4: Muestras periplasmaticas de BD3 en medio LB. Carriles

5-7: Muestras periplasmaticas de BD3 en medio TB. Estas muestras fueron tomadas del experimento de la produccion
de celulasas con variacion de medio de cultivo.

Es importante mencionar que los diversos experimentos en esta investigacion
fueron realizados con el propdsito de utilizar la cepa en la degradaciéon de residuos
lignocelulosos, de alli parte la légica de los experimentos, asi como la falta de datos en
algunos de ellos, ya que debido al alcance de este proyecto no se logré expandir la
investigacion hacia esos ciertos puntos.

A pesar de ello, con los datos obtenidos se puede observar un efecto importante
por parte del medio de cultivo en la produccion de proteinas recombinantes usando
Escherichia coli como microrganismo lo que indica que la seleccion del medio de cultivo

afecta considerablemente a estos procesos.
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CAPITULO 6

6 CONCLUSIONES

Con los resultados obtenidos en el presente trabajo, se pueden obtener las siguientes

conclusiones:

e Seencontro que la produccion de celulasas de manera extracelular en una cepa de
Escherichia coli BL21 (DE3) se ve afectada de manera significativa por el medio
de cultivo.

e Elmedio de cultivo afecta la expresion extracelular de las celulasas y no la sintesis
de estas como se tenia pensado.

e La presencia de ciertos compuestos como el glicerol ayudan a la sintesis de
proteinas como a la expresion extracelular de estas, presentando un efecto dual
como fuente de carbono y como un compuesto de apoyo en la expulsion de las
celulasas al medio.

e El medio de cultivo es un factor importante por analizar para lograr la expresion

extracelular de distintas proteinas recombinantes en Escherichia coli.
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