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RESUMEN

“Autodisplay de una xilanasa en células completas para la degradacién de
hemicelulosay obtencién de biocombustibles”.
Para mitigar los efectos ambientales causados por el uso de combustibles fésiles,
se planea impulsar el uso de biocombustibles. Actualmente su produccion se basa
en la fermentacion de carbohidratos obtenidos de cultivos destinados a la
alimentacion. Con la finalidad de consolidar un bioproceso econémicamente viable
a comparacion de los ya establecidos, se propone obtener biocombustibles a partir
de desechos agroindustriales ricos en material hemicelulésico. Sin embargo, uno de
los retos a enfrentar es lograr la degradacion eficiente del polimero hemicelulosa
para la obtencién de monosacaridos que puedan posteriormente ser fermentados.
Para ello, el objetivo de este trabajo fue el uso del sistema autodisplay AIDA de
Escherichia coli, para expresar en la superficie de esta bacteria la enzima endo-1,4-
B-xilanasa proveniente de Clostridium cellulovorans para llevar a cabo biocatélisis
de célula completa y asi, degradar hemicelulosa. Para lo cual, se disefi6 el vector
pAIDA-xynA y cuya enzima que codifica en su secuencia tiene la capacidad de
degradar xilanos puros con una actividad xilanolitica especifica de 270.96 U mg'y
1017.22 U mg*; para cepas de E. coli WDHL y TOP10 respectivamente, bajo las
condiciones Optimas de tempratura a 55°C y pH de 6.5. Se calcularon las constantes
cataliticas Km y Vmax de la xilanasa anclada a la superficie de TOP10 que fueron
Kmapp=6.01 mg mL?! y Vmaxapp= 4.13 x 10 2 mg mL* minty WDHL las cuales
fueron Kmapp=7.52 mg mL! y Vmaxapp= 3 x 102 mg mL* min-t. Ademas, la xilanasa
en la cepa WDHL mostro una inhibicién por sustrato, tal vez debido al anclaje de la
enzima en la membrana externa. Interesantemente el CaClz tiene un efecto
potenciador de la actividad xilanolitica en la cepa TOP10 y en la cepa WDHL
alcanzando un 240% y 120%, respectivamente. Los resultados indican que el vector
disefiado pAIDA-xynA es funcional para expresar enzimas xilanoliticas y realizar

biocatalisis de célula completa para la hidrolisis de material hemiceluldsico.

Palabras claves: xilanasa, E. coli, AIDA, autodisplay, biocatélisis de célula

completa, hemicelulosa



ABSTRACT

“Autodisplay of xylanase in whole cell for hemicellulose degradation and
biofuels production”.

The use of biofuels has been increasing with the purpose of minimizing the impact
caused by the use of fossil fuels in the environment. Nowadays, their production is
based on the fermentation of carbohydrates from food crops. With the goal to
obtaining a more affordable and viable consolidated bioprocess than others known,
we intend to obtain biofuels from hemicellulose rich agroindustrial waste sources.
However, another challenge we face is achieving the efficient degradation of
hemicellulose polymer to obtain fermentable monosaccharides. For that, the
objective of this work was the use of autodisplay AIDA system from Escherichia coli,
to express on this bacterial surface the endo-1,4-B-xylanase enzyme from
Clostridium cellulovorans to carry out whole cell biocatalysis and hydrolysate
hemicellulose. For which, it was designed pAIDA-xynA vector and the enzyme that
it codes, has xylan degradation capacity with the high xylanolytic specific activity of
270.96 U mgty 1017.22 U mg?; for E. coli WDHL and TOP10 strains respectively,
over optimal conditions of temperature 55°C and pH de 6.5. In the same way, we
calculated catalytic constants km and Vmax of anchored xylanase on TOP10 strain
surface which were Kmapp=6.01 mg mL* and Vmaxapp= 4.13 x 10 > mg mL* min
and anchored on WDHL strain surface which were Kmapp= 7.52 mg mL?' and
Vmaxapp= 3 x 102 mg mL* mint. Besides, anchored xylanase on WDHL strain
surface performed a substrate inhibition perhaps for the anchorage of the enzyme in
the outer membrane. Interestingly, CaClz had an enhanced effect on the xylanolytic
activity of TOP10 strain and WDHL strain reached about 240% and 120%,
respectively. This suggests that designed pAIDA-xynA vector has the ability to
express xylanolytic enzymes to carry out whole cell biocatalysis and so hydrolysate

hemicellulose feedstock.

Keywords: xylanase, E. coli, AIDA, autodisplay, whole cell biocatalysts,

hemicellulose.
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1 INTRODUCCION

La humanidad afronta una grave problematica debido al aumento en la demanda
energética mundial, el agotamiento de los combustibles fésiles, el incremento en el
precio del petrdleo y las dificultades ambientales causadas por los gases de efecto
invernadero, tales como la contaminacion del aire y el calentamiento global. Esta
situacion demanda urgentemente fuentes alternativas de energia basadas en
procesos sustentables, renovables y amigables con el ambiente, que ademas
posibiliten la captura de CO:2 (Donohue and Cogdell, 2006). Una alternativa
energética son los biocombustibles como el etanol, el cual es un compuesto quimico
obtenido a partir de la fermentacion de carbohidratos y se espera que la produccién
de biocombustibles aumente considerablemente, como es el caso de la Comision
de la Europea, la cual espera sustituir el 20% de los combustibles fosiles para
transporte con biocombustibles para el afio 2020 (Hahn-Hagerdal et al., 2006).

Actualmente, el proceso de produccion del etanol se enfoca a la fermentacion de
carbohidratos obtenidos a partir de biomasa hemicelulésica. La hemicelulosa es un
polisacéarido presente en la pared celular de las plantas, la cual tiene enlaces B-
(1—4). El mayor componente de la hemicelulosa son los xilanos, los cuales son los
segundos polisacaridos mas importantes y abundantes en la naturaleza. A su vez,
los xilanos pueden estar constituidos principalmente por xilosa y arabinosa (Scheller
and Ulvskov, 2010). Esta compleja red polimérica necesita de un pretratamiento
para liberar los carbohidratos fermentables que la conforman, mediante un proceso
de hidrdlisis llamado sacarificacion, utilizando métodos térmicos, fisicos y

enzimaticos, siendo estos ultimos los mas prometedores (Hahn-Hagerdal et al.,



2006). Para la liberacion de los carbohidratos fermentables atrapados en los xilanos
de la biomasa hemiceluldsica es necesaria la accion de enzimas xilanoliticas. Estas
enzimas son: endo-1,4-B-xilanasas (EC 3.2.1.8), -D-xilosidasas (EC 3.2.1.37), a-L-
arabinofuranosidasas (EC 3.2.1.55), a-glucuronidasas (EC 3.2.1.139) y acetilxilano
esterasas (EC 3.1.1.72). Las endo-1,4-B-xilanasas con nomenclatura EC 3.2.1.8,
son las enzimas que degradan el polisacarido lineal B-1,4-xilano a xilo-
oligosacaridos de longitud variable y a mondmeros de D-xilosa en algunos casos
(Biswas et al., 2014; Dodd and Cann, 2009). Un ejemplo es la enzima codificada por
el gen xynA de Clostridium cellulovorans que codifica a una endo-1,4-B- xilanasa
(xynA), la cual consiste de un dominio catalitico perteneciente a la familia 11 de
glicésido hidrolasa, siendo esta enzima clave del celulosoma para la degradacion
de xilanos en este microorganismo (Kosugi et al. 2002).

La utilizacién de enzimas como biocatalizadores presenta grandes ventajas a nivel
industrial (Agbo, 2012), como puede ser el uso de una menor cantidad de materia
prima, la especificidad y selectividad que tienen hacia los reactivos permitiendo que
la formacion de productos secundarios sea casi nula, funcionan a temperaturas y
presiones ambientales, asi como un pH considerablemente més facil de manipular.
Los procesos de hidrélisis enzimética y fermentacion, son llevados a cabo de
manera independiente (SHF, del inglés, separate hydrolysis and fermentation),
siendo la principal ventaja, trabajar en condiciones 6ptimas para cada etapa (Hahn-
Hagerdal et al., 2006). Sin embargo, el uso de enzimas para la hidrdlisis puede
representar hasta el 80% del costo de la produccién del etanol, debido a que los
procesos de aislamiento y purificacion pueden llegar a ser muy costosos, asi como

la cantidad y el recambio de las mismas, con lo cual es necesario una disminucién
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del costo de las enzimas para que el proceso sea redituable (Agbo, 2012; Geddes
et al., 2011).

Como una alternativa a esta problematica esta el uso de la biocatélisis de célula
completa, que consiste en la inmovilizacion de enzimas funcionales en la superficie
celular para posteriormente catalizar la reaccion especifica empleando los sustratos
presentes en el medio extracelular para un fin en particular (Figura 1). Las ventajas
que ofrece esta tecnologia es la posibilidad de regenerar las enzimas cuyo tiempo
de vida haya terminado, ya que el microorganismo hospedero podra volver a
sintetizarlas de forma continua, ademas no serian necesarios pasos de purificacion
para su aplicacion, asi mismo ofrece enzimas mas estables que las puras. Otra
ventaja es que se logra obtener una mayor area superficial de reaccién en
comparacion de otros sistemas de inmovilizacion enziméatica, disminuyendo la
resistencia a la transferencia de masa de los reactivos hacia la enzima (Lam, 2009).
Una de las estrategias mas usadas para la expresion de proteinas recombinantes
en la superficie de células bacterianas, es la fusién con proteinas que naturalmente
se transportan y se anclan a la membrana externa. Entre las proteinas de superficie
utilizadas para la fusion se encuentra AIDA (del inglés, adhesin that is involved in
diffuse adherence) proveniente de Escherichia coli (Figura 2), esta proteina es
empleada para el “autodisplay” de proteinas y enzimas en este microorganismo
debido a su simplicidad y versatilidad para ser utilizada como acarreadora de
enzimas, epitopes y proteinas (Detzel et al., 2011; Jose and Von Schwichow, 2004;
Kranen et al., 2014; Laarmann and Schmidt, 2003; Lattemann et al., 2000; Maurer

et al., 1999; Nhan et al., 2011; Sichwart et al., 2015).



El presente proyecto propone utilizar el sistema de autodisplay AIDA de E. coli, para
expresar en la superficie de esta bacteria la enzima xilanasa proveniente de C.
cellulovorans para llevar a cabo la biocatalisis de célula completa y degradar
desechos agroindustriales que contienen hemicelulosa; como la paja de trigo
(Figura 1). Una vez liberados los carbohidratos en esta materia prima, la cepa
etanologénica de E.coli WDHL podr& producir etanol e hidrogeno por fermentacion
de dichos carbohidratos. Con esto obtendremos una bacteria que sea capaz de
degradar desechos y consumir los carbohidratos liberados para producir

biocombustibles simultaneamente.



2 MATERIALES Y METODOS

2.1 Disefio del gen sintético xynA-aida.

Se realizé el disefio del gen de fusiéon xynA-aida para conferir la capacidad a E. coli
de degradar xilanos. Para ello, las secuencias de ADN fueron armadas con ayuda
del software Snapgene (GSL Biotech LLC, Version 3.3) y MacVector (MacVector,
Inc, Version 10.1). El disefio de los genes de fusién para el “autodisplay” de
proteinas se baso en la secuencia de AIDA (figura 2A) reportada por Maurer y cols.
(Maurer, Jose, and Meyer 1997). Para la translocacion a la membrana interna se
seleccion6 como péptido sefal el de la toxina de Vibrio cholerae subunidad 8 (ctxB,
UniProtKB - E3UUX3). Como pasajero se seleccioné el gen xynA que codifica para
la endo-1,4-beta-xilanasa proveniente de Clostridium cellulovorans (GenBank:
AAN32825.1). La secuencia nativa de esta enzima contiene un péptido sefial que
fue omitido para no interferir con el péptido sefial previamente seleccionado. Se
utilizé el autotransportador del gen aida que consiste en un péptido conector y [3-
barril (aminoacidos del 839 al 1,286, GenBank: X65022.1). Las secuencias
nucleotidicas en este orden fueron optimizadas para su expresion en E. coli con la
ayuda de la compafiia GenScript (Nueva Jersey, USA). La optimizacion de codones
se efectué evadiendo la mayor cantidad posible de sitios de restriccion. Una vez
obtenida la secuencia del gen de fusion llamado xynA-aida, se afiadieron sitios de
restriccion estratégicos para hacerlo mas versatil y poder intercambiar la proteina
pasajera cuando se requiera. Se selecciond el promotor gapAP1 del gen constitutivo
gapA de E. coli como regulador transcripcional del gen xynA-aida debido a que

funciona en condiciones aerobias y anaerobias. Adicionalmente, en los extremos



del gen xynA-aida se le colocaron brazos de recombinacion homologa con blanco
en el gen frdABCD de E. coli. El brazo 3’ funciona también como terminador Rho
independiente del gen xynA-aida.

El gen xynA-aida tiene una longitud de 3,176 pb y la proteina de fusién a la cual
codifica es de 965 aminoacidos. Esta construccién (Figura 2) fue sintetizada por la
compafiia Biomatik Corp. (Delaware, USA) dentro del vector pUC57; con resistencia

a ampicilina; usando el sitio de restriccion EcCORV como sitio de clonacion.

2.2 Transformacién de las cepas de E. coli TOP10 y WDHL.

Se realiz6 la trasformacion de la cepa de E. coli TOP10 para obtener una mayor
concentracion de plasmido y preservarlo. También se transformé la cepa de E. coli
WDHL (Rosales-Colunga et al., 2010), la cual sera utilizada para la produccién de
los biocombustibles etanol e hidrégeno. Una vez obtenido el plasmido pAIDA-xynA
se introdujo mediante choque térmico a las cepas de E. coli TOP10 y WDHL, como
se describe a continuacion: En un tubo eppendorf que contenia 200 uL de células
competentes de E. coli TOP10 o WDHL se le afiadieron 2 pL de pAIDA-xynA'y se
mezclaron con pipeta, evitando movimientos bruscos. Esta mezcla se incub6 por 30
minutos en hielo. Después, se coloco el tubo a una temperatura de 42°C por 70
segundos, y posteriormente fue incubado en hielo por 2 minutos. Se afiadié 1 mL
de medio LB y se incubd a 37°C por 1 hora sin agitacion. Se cultivaron 100 pL en
placas Petri con medio LB adicionado con ampicilina a 150 pg mLt como antibiético
de seleccion de las células que portaran el pladsmido. Las placas se incubaron por
toda una noche a 37°C. Posteriormente, se seleccionaron varias colonias, con la

ayuda de una punta de micropipeta y se transfirieron a 5 mL de medio LB con



ampicilina a 150 pug mL™*. Se incubaron a 37°C a una agitacion de 200 rpm por toda
una noche. Para la comprobacion de la transformacion se realizé la extraccién del
ADN plasmidico mediante lisis alcalina utilizando el kit de extraccion Zyppy™
Plasmid Miniprep Kit (Zymo Research Corp., California, USA) siguiendo las
instrucciones del proveedor. Una vez obtenido ADN plasmidico se confirmé el
tamafo de este por electroforesis en gel de agarosa 1%, el resto del ADN fue

guardado a -20°C para ensayos futuros.

2.3 Ensayo cualitativo en placa de la actividad xilanasa.

Se realiz6 un ensayo para comprobar la expresion y translocacion de xynA
codificada en el vector pAIDA-xynA. Las cepas de E. coli TOP10/pAIDA-xynA se
cultivaron en placas de medio LB, al cual se le afiadié el compuesto cromogénico
RBB-xilano (4-O-metil-D-glucurono-D-xilan- remazol azul brillante R, Sigma Aldrich,
Estado de México, MX) al 0.2% y ampicilina a 150 pg mL1. Se colocaron 0.5 pL de
cultivo a una densidad optica (ODsoonm) de 10 y se incubo a 37°C a por 24 horas.

Como control negativo se utilizaron cepas de E. coli TOP10 sin transformar.

2.4 Preparacion de las células para la reaccion enzimatica.

Se inocularon 10 mL de medio LB (250 ug mL* de ampicilina) con células de E. coli
TOP10/pAIDA-xynA o WDHL/pAIDA-xynA en tubos de 50 mL. Se crecieron a 37°C
y 200 rpm, hasta alcanzar una ODsoonm de 1. Se recuperaron las células en un tubo
de 1.5 mL por centrifugacion y se lavaron dos veces con buffer de reaccion. Las
reacciones enzimaticas se realizaron por triplicado con células tratadas, ajustando

la biomasa a una ODsoonm de 10 y utilizando como sustrato xilanos de madera de



abedul (Sigma-Aldrich, Estado de México, MX) a la concentracion requerida para
cada ensayo en el buffer de reaccidon correspondiente. Las reacciones fueron
terminadas por centrifugacién a 13000 rpm por 5 min. Se usoé el sobrenadante para

medir la actividad enzimética.

2.5 Temperatura Optima de actividad xilanasa.

Para determinar la temperatura Optima de la actividad xilanasa en E. coli
WDHL/pAIDA-xynA'y E. coli TOP10/pAIDA-xynA, se realizdé un ensayo en el cual se
hicieron reaccionar células tratadas (seccion 2.4) con xilanos de madera de abedul
al 1% utilizando como buffer de reaccién un buffer de acetato (acido acético/acetato
de sodio al 0.1 M, pH 5.5). La reaccién se incub6 por un tiempo de 30 min para la
cepa E. coli TOP10/pAIDA-xynA y durante 2 h para la cepa E. coli WDHL/pAIDA-
XynA, y en agitacion a fin de evitar la precipitacion de las células. El rango de
temperatura probado fue de 30 a 70°C. Un control negativo que no contenia células

también fue incluido y sus valores se utilizaron para llevar a cabo una normalizacion.

2.6 pH 6ptimo de actividad xilanasa.

Se realiz6é un ensayo para encontrar el pH éptimo de la actividad xilanasa en E. coli
WDHL/pAIDA-xynA y E. coli TOP10/pAIDA-xynA en el cual se hicieron reaccionar
células tratadas con xilanos de madera de abedul al 1%, utilizando como buffer de
reaccion un buffer universal Britton y Robinson’s (50 mM acido fosférico, 50 mM
acido bdrico, 50 mM acido acético y pH ajustado de 4 a 8 con NaOH). La reaccion
se incubo por 15 min para la cepa E. coli TOP10/pAIDA-xynAy 1 h para la cepa E.

coli WDHL/pAIDA-xynA en agitacion a fin de evitar la precipitacion de las células.



La temperatura de reaccion utilizada fue la 6ptima de 55°C y el rango de pH probado
fue de 4 a 8. Los controles negativos que no contenian células a pH de 4 y 8 también
fueron colocados y el promedio de los valores se utilizaron para llevar a cabo una

normalizacion.

2.7 Efecto de la concentracién de calcio en la actividad xilanasa.

Se realiz6 un ensayo para evaluar la influencia del calcio sobre la actividad xilanasa
en E. coli WDHL/pAIDA-xynA y E. coli TOP10/pAIDA-xynA haciendo reaccionar
células tratadas con xilanos de madera de abedul al 1%, utilizando como buffer de
reaccion un buffer universal Britton y Robinson’s a pH 6.5. La densidad celular
utilizada fue la necesaria para igualar la actividad enzimatica de ambas cepas. La
reaccion se incubd por 30 min a 55°C, con agitacion, el rango de concentraciones
de CaClz fue de 0 a 10 mM. Los controles negativos que no contenian células con
una concentracion de 0 y 10mM de CaCl: fueron también incluidos y los valores se

utilizaron para llevar a cabo una normalizacion.

2.8 Calculo de las constantes cataliticas de biocatalisis de célula completa.

Para conocer los valores de Km Yy Vmax de la xilanasa de C. cellulovorans anclada
mediante AIDA para biocatalisis de célula completa en la membrana externa de E.
coli WDHL y TOP10, se realizaron cinéticas para determinar las velocidades
iniciales de reaccion (Vo) de la enzima con células tratadas (ODeoonm de 5), en buffer
universal Britton y Robinson’s a pH 6.5 y utilizando como sustrato xilanos de madera
de abedul a diferentes concentraciones que van de 2.5 a 20 mg mL. La reaccién

se incubo por 2 h a 55°C con agitacion, tomando muestras cada 30 min. Los



controles negativos que no contenian células fueron también incluidos y los valores

se utilizaron para llevar a cabo una normalizacion.

2.9 Medicion de la actividad xilanasa por método de DNS.

La actividad xilanasa se determindé mediante la cantidad de azucares reductores
equivalentes a xilosa que se liberaron de la reaccidon enzimatica por el método de
DNS (Miller, 1959) con algunas modificaciones. Para la reaccion de DNS se
utilizaron 50 pL del sobrenadante de las muestras centrifugadas y se hicieron
reaccionar con 150 pL de &cido 3,5-dinitrosalicilico preparado, catalizando la
reaccion a 100°C por 15 min. Posteriormente, se midi6 la absorbancia de 150 pL
del producto de la reaccién a una OD de 595 nm en microplaca. La curva de
calibracion se realizé con xilosa en un rango de 0.15 a 5 mg mL™. La actividad
xilanasa maxima se reportdé como una unidad (U) de actividad xilanasa, la cual fue
definida como la cantidad de enzima que libera 1 UM de azlcares reductores por
minuto y para la actividad xilanasa especifica como una unidad de actividad xilanasa

por mg de peso seco de células de E. coli.
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3 RESULTADOS

3.1 Disefio del gen sintético xynA-aida

El plasmido pAIDA-xynA (Figura 3) fue disefiado para conferir la habilidad de
degradar xilanos mediante biocatalisis de célula completa a E. coli mediante un
casete de expresion del gen de fusién llamado xynA-aida. EI ORF (del inglés, open
reading frame) de este casete fue optimizado para su expresion en E. coli por la
empresa Genscript, evadiendo todos los sitios de restriccion posibles, para insertar
sitios de restriccion deseables entre las partes del gen de fusion. El gen de fusion
original poseia un CAI (del inglés, Codon Adaptation Index) de 0.59 y fue llevado a
0.95, lo cual indica que su traduccion sera mas eficiente. El porcentaje del contenido
de citocinas-guaninas era de 63.44% en la secuencia original y se llevo a 54.05%
en la secuencia optimizada, con la finalidad de que el mMRNA tenga un tiempo de
vida méas prolongado. Fueron evitados todos los sitios parecidos a la secuencia
Shine-Dalgarno en el ORF. Ademas, la formacion de estructuras tallo-bucle que
tienen influencia en la unién de los ribosomas y estabilidad del mRNA, fueron
minimizadas para una mejor traduccioén. El gen de fusion xynA-aida (Figura 3) esta
constituido de 5’ a 3’ como sigue: sitio de restriccion Smal, brazo de recombinacion
homodloga 5’ con blanco al gen frdABCD, sitio de restriccion EcoRlI, promotor del gen
gapA de E. coli, sitio de restriccion Ndel, péptido sefial de la proteina ctxB, sitio de
restriccion Ascl, gen pasajero xynA que codifica a la endo-1,4-beta-xilanasa
proveniente de C. cellulovorans, sitio de restriccion Xhol, conector y B-barril del

autotransportador AIDA de E. coli , sitio de restriccion BamHI, terminador Rho
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independiente y brazo de recombinaciéon homadloga 3’ del gen frdABCD vy sitio de
restriccibn Smal. El casete fue insertado en el plasmido pUC57 en el sitio de
restriccibn EcoRV. El vector resultante llamado pAIDA-xynA tiene un tamafio de

5,922 pb.

3.2 Transformacién de las cepas de E. coli TOP10 y WDHL

La transformacion de las cepas WDHL y TOP10 fue exitosa como se muestra en la
Figura 4, apreciando la extraccion del plasmido pAIDA-xynA de ambas cepas en el
carril 3 'y 6 respectivamente. Se muestra el plasmido de 5,922 pb y sus isoformas,
con lo cual es evidente que las células portan el plasmido pAIDA-xynA. Los carriles
2 y 5 corresponden a la extraccién del plasmido pUC57. El carril 2 muestra la

extraccion plasmidica de cepa WDHL carente de plasmidos.

3.3 Ensayo cualitativo en placa de la actividad xilanasa

Las células de E. coli WDHL y TOP10 transformantes poseen la habilidad de
degradar xilanos, como se observdO en el ensayo de halo del compuesto
cromogénico RBB-xilano. En la Figura 5, se muestra un esquema del ensayo
enzimatico en placa, en el cual se aprecia un halo alrededor de la colonia de E. coli
TOP10/pAIDA-xynA, que corresponde a la actividad xilanasa (Figura 5A y 5B),

mientras que en la cepa control no se presenta (Figura 5C y 5D).

3.4 Temperaturay pH 0ptimos de actividad xilanasa

Una vez comprobada la actividad xilanasa del gen xynA-aida en la membrana
externa, se evalud la temperatura 6ptima de la actividad, tanto para E. coli

WDHL/pAIDA-xynA y para E. coli TOP10/pAIDA-xynA, la cual fue buscada en un

12



rango de 30 a 70°C. Como puede observarse en la Figura 6, la temperatura optima
de la actividad fue de 55°C para ambas cepas que portan el plasmido pAIDA-xynA.
El pH 6ptimo de la actividad xilanasa se buscé en un rango de 4 a 8 (Figura 7),
siendo el 6ptimo de 6.5 para ambas cepas. La actividad xilanasa méxima mostrada
a temperatura y pH optimos fue de 97.5 U para E. coli WDHL/pAIDA-xynA y de
366.2 U para E. coli TOP10/pAIDA-xynA. La actividad xilanasa especifica maxima

fue de 270.9 U mgty 1017.2 U mg, respectivamente.

3.5 Efecto de la concentracion de calcio en la actividad xilanasa

Varios reportes sugieren que el Ca?* es un potenciador de la actividad xilanasa. Los
resultados en la Figura 8 muestran que una concentracion de 5 mM de CaCl: es
suficiente para potenciar la actividad xilanasa hasta un 240% en la cepa TOP10 y
un 120% para la cepa WDHL, manteniéndose constante a 10 mM de CaClz en

ambas cepas.

3.6 Calculo de las constantes cataliticas de biocatalisis de célula completa

Se llevaron a cabo cinéticas enziméaticas en las cuales se varié la concentracién de
sustrato desde 2.5 hasta 20 mg mL! para obtener las velocidades iniciales de la
enzima xilanasa anclada a la membrana de E. coli TOP10 y WDHL. Con estos datos
se construyo el grafico de la figura 9 de sustrato vs velocidad inicial. Los datos
cinéticos se muestran en la Tabla 1. Las constantes cataliticas de TOP10
transformante fueron calculadas, tomando en cuenta que la enzima esta
inmovilizada en la membrana externa de E. coli y que, debido a la agitacion la

resistencia a la transferencia de masa hacia la superficie de E. coli disminuye,
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siendo por tanto despreciada, y asi el sistema se comporta como si la enzima
estuviera de forma libre. La enzima xilanasa expresada en la superficie celular y que
fue la responsable de la biocatdlisis de célula completa se ajusté al modelo
matematico de Michaelis-Menten (Ec. 1) (Michaelis and Menten, 1913)

Umax S
Kn+S

(Ec.1)

donde v es la velocidad de la enzima a cierta concentracion de sustrato, Vmax es la
velocidad maxima que puede alcanzar la enzima, Km es la constante de Michaelis-
Menteny S es la concentracion de sustrato. Se obtuvieron las constantes cataliticas
de Km y Vmax mediante la linealizacion de los datos por el modelo de Hanes—Woolf
(Hanes, 1932). Las constantes cataliticas fueron Km aparente=6.01 mg mL?' y
Vmaxapp= 4.13 x 10 > mg mL?* min=,

La cepa E. coli WDHL transformante parece sufrir una inhibicién conforme aumenta
la concentracion de sustrato, y sus constantes cataliticas fueron calculadas

ajustando la curva a la ecuacion de inhibicién por sustrato (Ec. 2) (Haldane, 1930):

v = vmaxS
Km + S + S/K;

(Ec.2)

donde Km y Vmax son las constantes cataliticas de Michaelis-Menten y Ki es la
contante de inhibicién. Se determinaron las constantes cataliticas de la Ec. 2 por el
software OriginPro (OriginLabs Corp. Version 2017) utilizando el algoritmo de
Levenberg—Marquardt con un RSS (del inglés, residual sum of squares) de
3.008x10°°, indicando que el software encontré una solucién al ajuste. Los datos
obtenidos fueron: Kmapp=7.52 mg mL? y Vmaxapp=3x102 mg mL? min, Ki=15.38

mg mL™.
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4 DIsCUSION

La sacarificacion de material de desecho de la industria agroalimentaria es ideal
para la industria energética y un gran desafio que hay que superar para la
produccion de biocombustibles. La utilizacién de este material, supondria dejar de
utilizar la biomasa vegetal destinada a alimentacion. Sin embargo, la compleja red
polimérica de los materiales lignocelulésicos no puede ser utilizada como sustrato
directo para llevar a cabo la fermentacion. Este material tiene que pasar por un largo
y costoso proceso de sacarificacion para poder obtener carbohidratos que sean
fermentables. Una de las estrategias que se han planteado para obtener un
bioproceso consolidado (CBP, del inglés consolidated bioprocessing) es la
utilizacién de enzimas funcionales ancladas a células vivas, haciendo el proceso
econdémicamente viable (Hahn-Hagerdal et al., 2006; Tanaka and Kondo, 2015).

En este trabajo, se logré llevar a cabo la expresién y autodisplay de la xilanasa
proveniente C. cellulovorans utilizando el autotransportador AIDA de E. coli
contenido en el vector sintético pAIDA-xynA. La funcionalidad del plasmido se
comprobd mediante placas de agar que contenian el sustrato cromogénico RBB-
xilano (Figura 5). Debido a que alrededor de las colonias de microorganismos
productores de xilanasas se forman zonas de color azul palido como resultado de
los fragmentos tefidos de RBB-xilan liberados por las enzimas. Los resultados
observados en este ensayo son similares a los reportados por Qu y cols. (Qu et al.,
2015) en el cual los autores utilizan el sistema de fusién con la proteina Lpp-OmpA
para la biocatdlisis de célula completa de una xilanasa de Thermomyces

lanuginosus en la superficie de E. coli. Fujita y col (Fujita et al., 2002) llevaron a
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cabo la expresion de una xilanasa para biocatalisis de célula completa utilizando la
xilanasa Il de Trichoderma reesei anclandola en la pared celular de Saccharomyces
cerevisiae, obteniendo de igual manera los halos de actividad xilanasa con el
compuesto RBB-xilano en placa.

Una vez comprobada la funcionalidad del plasmido se obtuvieron las condiciones
Optimas de temperatura y el pH para la enzima inmovilizada en la membrana externa
de E. coli (figura 7 y 8). Kosugi y col. reportaron las propiedades de la enzima xynA
de C. cellulovorans y la influencia que tiene esta enzima en el celulosoma al
degradar xilanos. La temperatura optima que reportaron para la degradacion de
xilanos a xilooligosacaridos fue de 60°C y a un pH de 5 (Kosugi et al., 2002). Con la
enzima inmovilizada en E. coli, la temperatura y pH optimo fueron de 55°C y 6.5,
respectivamente. Estas diferencias pudieran explicarse como resultado del anclaje
de las enzimas a la pared celular, ya que se ha reportado que este proceso puede
llegar a modificar las propiedades termodinamicas debido a la conformacion
tridimensional final que puede estar otorgada por el plegamiento de la chaperona
del conector de AIDA (Gawarzewski et al., 2014). Ademas, el hecho de que la
enzima este anclada a una superficie como lo es la membrana externa de E. coli,
genera una estructura mas rigida a diferencia de estar de forma libre (Kumar and
Nussinov, 2001). Este cambio de temperatura y pH 6ptimos puede ser beneficioso
ya que, a nivel industrial, un proceso que requiere temperaturas altas es costoso y
el pH se mantiene cercano al neutro, que es mas sencillo de manipular (Agbo,
2012).

Cabe destacar, ademas, que con el sistema AIDA, no se requirié ningun proceso de

purificacion para obtener la enzima activa, la Unica operacion unitaria llevada a cabo
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fue la recuperacion de las células y que pudiera no ser necesario en el proceso
industrial. Por tanto, los costos para la obtencién de enzimas para la degradacion
de hemicelulosa serian mucho mas economicos, a comparacion de usar enzimas
purificadas, obteniendo una mayor cantidad de azlcares fermentables para la
obtencién de hidrogeno y etanol (Ertas et al., 2014; Tanaka and Kondo, 2015).

Los valores de actividad xilanasa especifica para E. coli WDHL/pAIDA-xynA vy E.
coli TOP10/pAIDA-xynA fueron de 27096 U mg! y 101722 U mg?
respectivamente. Estos valores demuestran la eficiencia de la cepa E. coli TOP10
para la expresion y translocacion de la enzima xilanasa. Comparando estos valores
con otras enzimas xilanasas utilizando biocatalisis de célula completa, podemos
observar que es mucho més eficiente el sistema AIDA (Tabla 1), presentando
actividades enzimaticas comparables al de las enzimas en forma libre, esto quiza
es debido al alto nimero de enzimas ancladas a la membrana externa de E. coli.
La enzima xynA de C. cellulovorans contiene en su secuencia peptidica un dominio
conservado (cd14256) llamado Dockerin_l, el cual es un sitio de unién a Ca?*. Este
dominio también juega la funcién de cohesinay se ha visto implicado en la formacién
del celulosoma bacteriano. El calcio es esencial para la interaccion entre cohesinas
y dokerins para formar el complejo enzimatico y degradar sinérgicamente a la
hemicelulosa. Se llevé a cabo una prueba para averiguar si el Ca?* pudiera funcionar
como potenciador de la actividad xilanasa, al interaccionar con la estructura del
centro catalitico de la enzima y el xilano y estabilizar la interaccion haciendo que
sea mas sencilla la reaccion de hidrélisis como ya se ha reportado (Yazawa et al.,
2011). Tal como se muestra en la Figura 8, el Ca?* logré potenciar la actividad,

llegando hasta un 240% aproximadamente en las células E. coli TOP10/pAIDA-
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XynA. Sin embargo, el aumento para la cepa WDHL/pAIDA-xynA solo llego hasta el
120%, manteniéndose constante a 10 mM de CaClz en ambas cepas. Como reporto
Yazawa y col. (Yazawa et al., 2011) las interacciones de Ca?* ocurren solamente
con algunos aminoacidos cercanos al sitio activo como por ejemplo los &cidos
asparticos. Se observdé que mutaciones en estos aminoacidos tuvieron como
consecuencia una disminucion en la union del xilano a la xilanasa. Pudiera sugerirse
que la conformacién 3D que adquiere la enzima xilanasa es diferente para TOP10
y WDHL. Siendo en WHDL una conformacién que impidiera la unién coordinada de
acido aspartico, Ca?* y el xilano, a fin de potenciar la actividad.

Estos resultados muestran que es evidente el efecto que tiene el fondo genético de
la cepa de E. coli que se utilice para autodisplay y la manera de como se esta
llevando a cabo la translocacién y plegamiento de la proteina pasajera, asi como
los niveles de proteina que finalmente lleguen a anclarse en la superficie celular.
Con respecto a los bancos genéticos de las cepas utilizadas, en el caso de la cepa
E. coli WDHL cuya cepa parental es E. coli W3110 (Rosales-Colunga et al. 2010),
es una cepa recA+ (Moulton 2014). Dicho gen est4 implicado en el proceso de
recombinacién homologa y, por lo tanto, debido al alto nimero de copias que posee
el vector pUC57 (parental de pAIDA), podria estar interfiriendo con la replicacion de
pAIDA-xynA (Summers 1998; Moulton 2014) y afectando la expresion de la enzima
XynA. Seria prudente, evaluar la posibilidad de realizar modificaciones genéticas a
fin obtener esta cepa recA-, asi como el silenciamiento de proteasas como lon y
OmpT para obtener aun mas cantidad de enzima y posiblemente una mayor
actividad xilanasa por mg de peso seco de células, ya que WDHL tiene el potencial

de realizar el proceso de SSF (del inglés, simultaneous saccharification and

18



fermentation) utilizando AIDA. Otro factor que pudiera explicar la diferencia en los
niveles de actividad xilanasa en las cepas evaluadas, es el hecho de que en un
reporte de Jishage e Ishihama (Jishage and Ishihama, 1997) analizaron las
diferencias en las subunidades o de diferentes stocks de E. coli W3110 y
encontraron cambios en la subunidad ¢?® y ¢, como cambios en la secuencia
peptidica e incluso una nula expresion de estas subunidades. El promotor utilizado
para la expresion del gen xynA-aida fue el del gen gapA; el promotor gapAP1, el
cual es transcrito por las RNA polimerasas con subunidades ¢°y %8, dependiendo
la fase de crecimiento y las condiciones ambientales (Olvera et al., 2009; Thouvenot
et al., 2004). Para las condiciones de cultivo utilizadas, notamos la diferencia en la
actividad enzimética, que puede estar relacionada con el nivel de la expresion y la
correcta translocacion hacia la membrana externa de la enzima y por consiguiente
estar relacionado a las diferencias fenotipicas que las polimerasas de la cepa
W3110 (parental de WDHL) pudiera contener.

Como ya se discutio, varios factores parecen estar implicados en la correcta
expresion y translocacion de las proteinas pasajeras del sistema AIDA, como el
banco genético y el fenotipo de la cepa, asi como la conformacion 3D adquirida
durante el plegamiento en la superficie celular. Por tanto, serd necesario hacer un
estudio con mayor detalle para determinar cuél cepa de E. coli es la mas eficiente
para la expresion de enzimas utilizando el sistema autodisplay y las condiciones
Optimas de expresién de enzimas pasajeras.

Analizando los datos de las constantes cataliticas, podemos observar en la Figura
9 como la cinética de la cepa E. coli TOP10 presenta una cinética que pudo ser

ajustada al modelo de Michelis-Menten (Ecuacion 1). Hasta el momento no hay
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reportes de constantes cataliticas de xilanasas para biocatalisis de célula completa,
pero si de xilanasas ancladas a nanoparticulas (Dhiman et al.,, 2013, 2012;
Landarani-Isfahani et al., 2015; Liu et al., 2014; Soozanipour et al., 2015); sistema
que seria el mas cercano al utilizado en este trabajo (Tabla 1). Al analizar las
constantes cataliticas reportadas podemos observar que presentan valores
aparentes de Km similares a otras enzimas inmovilizadas en nanoparticulas, por
ejemplo, la xilanasa de Thermomyces lanuginosus anclada a poliglicerol hiper-
ramificado soportado en nanoparticulas magnéticas es la que presenta un valor de
Kmapp mas parecido a la xilanasa xynA de C. cellulovorans anclada a E. coli. Sin
embargo, presenta valores mas altos que las enzimas ancladas a nanoparticulas de
silicio que son mas afines al sustrato y cuya Kmapp es aproximadamente de 2 mg
mL-1. Esto es debido principalmente, a que la enzima esta en una forma inmovilizada
en una célula de E. coli que es de gran tamafio a comparacion del de las
nanoparticulas o al estar en forma libre, afectando por tanto a la transferencia de
masa de los xilanos hacia la membrana externa (Martinez et al., 1999), que es
donde se encuentra la xilanasa. Por otro lado, la enzima anclada a E. coli WDHL
sufrid una inhibicion conforme aument6 la concentracion de sustrato, en la cual
después de 10 mg mL! de xilanos se presenté una disminucién de la velocidad de
reaccion, cuya cinética se ajusto a la de inhibicion por sustrato. Los datos cinéticos
de esta cepa se mueven ligeramente para Vmax Y Km, aumentando, esto significa
gue es menos afin al sustrato que la enzima anclada a TOP10. Ya se han reportado
diferencias en las actividades enzimaticas para una misma enzima usando
diferentes cepas de E. coli para evaluar la expresion, transporte y actividad con el

sistema autodisplay AIDA; por ejemplo, Kaessler y col. expresaron en 2011 una
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hialuronidasa humana usando cepas de E. coli BL21(DE3) y E. coli F470,
observando Unicamente en la Ultima una inhibicion competitiva (Kaessler et al.,
2011). Varios factores pueden estar provocando las diferencias de estos
comportamientos cataliticos. Uno de los factores que puede tener influencia es el
plegamiento de la enzima y que tan expuesto se encuentre su sitio activo debido a
la orientacion que la enzima pudiera tomar en cada cepa de E. coli, como ya se
discutié anteriormente. Esto ya se ha observado en otras enzimas ancladas a E. coli
por el sistema autodisplay AIDA, las cuales poseen una actividad mas baja a
comparacion de la enzima en forma libre (Gustavsson et al., 2014; Lattemann et al.,
2000).

A pesar de las posibles desventajas que implica el autodisplay de enzimas, no se
utilizaron procesos de bioseparacion y purificacion para la obtencion de enzimas
funcionales, salvo el de centrifugacion; que en el proceso industrial puede ser
evitado; haciendo econémicamente viable el uso de enzimas en el proceso de

sacarificacion de residuos agroindustriales, como lo es la paja de trigo.
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Figura 1. Biocatalisis de célula completa

Representacion visual de la biocatalisis de célula completa que consiste en la
inmovilizacién de enzimas funcionales en la superficie celular (como E. coli) para
posteriormente catalizar la reaccion especifica empleando los sustratos presentes
en el medio extracelular. En este trabajo se lleva a cabo la hidrélisis de xilanos
contenidos en la hemicelulosa por la enzima endo-1,4-B- xilanasa (EC 3.2.1.8)
proveniente de C. cellulovorans y codificada en el vector pAIDA-xynA. Se usaron
xilanos de madera de abedul como sustrato y se obtuvieron como productos xilo-

oligosacaridos de longitud variable.
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Figura 2. Sistema autodisplay AIDA.

(A). Secuencia de las partes del autotransportador AIDA, en cual contiene un
péptido sefial (SP), la proteina o0 enzima pasajera, y la secuencia del
autotransportador AIDA, la cual estd conformada por el conector y el B-Barril.

(B). 1) La translocaciéon de AIDA que es llevada a cabo primeramente por el
reconocimiento del péptido sefal, 2) el cual serd proteolisado en la membrana
interna y una vez que el polipéptido esté en el periplasma, 3) se formara el 3-barril
y se insertara en la membrana externa, 4) el conector jalara a la proteina pasajero
funcionando como chaperona el B-barril y 5) finalmente mostrando la proteina

plegada en la superficie de la célula. Imagen tomada de Jose and Meyer (2007).
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Figura 3. Vector pAIDA-xynA

El vector pAIDA-xynA posee una longitud de 5922 bp y contiene al casete de
expresion del gen de fusion xynA-aida. Los sitios de restriccion Ndel, Ascl, Xhol,
EcoRIl y BamHI flanquean las secuencias principales del gen y los sitios Smal
flanquean al gen completo. En morado se esquematizan los brazos de
recombinacion homéloga con el gen frdABCD. En verde se muestra el gen pasajero
XynA, en magenta el conector y el B-barril del gen aida. El plasmido otorga

resistencia a ampicilina debido al gen de seleccion AmpR.

24



Carriles 1 2 3 4 5 6

10000 pb
. PAIDA-XYNA
4000 pb
2000 pb pUC57
1500 pb

Figura 4. ADN plasmidico de E. coli WDHL y TOP10.

Imagen obtenida de la electroforesis en gel de agarosa 1% con muestras de
extraccion de ADN plasmidico. En el carril 1 se observa el marcador escalera de
ADN. En los carriles 2-6 la extracciéon de ADN plasmidico y sus isoformas: carril 2,
E. coli WDHL sin plasmido; 3, WDHL/pUC57; 4, WDHL/pAIDA-xynA; b5,
TOP10/pUC57; 6, TOP/pAIDA-xynA. Se observan las del vector pAIDA-xynA. Las
bandas de WDHL/pAIDA-xynA (carril 4) son idénticas a TOP10/pAIDA-xynA (carril

6) y WDHL/pUC57 (carril 3) a TOP10/pUC57 (carril 5).
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Figura 5. Deteccion de la actividad xilanasa en placa
Se muestran las placas de cultivo suplementado con el compuesto cromogénico
RBB-xilano. En (A) se observa el halo de la degradacion del RBB-xilano de la
colonia de E. coli TOP10/pAIDA-xynA, apreciandose mejor en (B) al colocar un

contraste de grises. En (C) se muestran las colonias E. coli TOP10 y no se observa

el halo, en (D) se la misma imagen en contraste de grises.
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Figura 6. Efecto de la temperatura en la actividad xilanasa

Actividades enzimaticas relativas para E. coli WDHL/pAIDA-xynA y E. coli
TOP10/pAIDA-xynA al degradar xilanos puros a distintas temperaturas. La actividad
relativa maxima (100%) es la maxima actividad observada de todos los ensayos
para esa cepa de E. coli. Los datos de desviacion estandar son de experimentos

por triplicado.
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Figura 7. Efecto del pH en la actividad xilanasa

Actividades enzimaticas relativas para E. coli WDHL/pAIDA-xynA y E. coli
TOP10/pAIDA-xynA al degradar xilanos puros a distintos valores de pH. La actividad
relativa méxima (100%) es la maxima actividad observada de todos los ensayos
para esa cepa de E. coli. Los datos de desviacién estandar son de experimentos

por triplicado.
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Figura 8. Efecto dela concentraciéon de calcio en la actividad xilanasa

Actividades enzimaticas relativas para E. coli WDHL/pAIDA-xynA y E. coli
TOP10/pAIDA-xynA al degradar xilanos puros con la adicién de diferentes
concentraciones de CaClz. Los datos de desviacion estandar son de experimentos

por triplicado.
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Figura 9. Curva de Michaelis-Menten de xynA anclada a WDHL y TOP10

La concentracion de sustrato vs velocidad inicial de reaccion de la enzima xilanasa
anclada a E. coli WDHL y TOP10, las cuales presentaron un comportamiento que
se ajusta al modelo matematico de Michaelis-Menten. La curva de WDHL
transformante parece presentar una inhibicion por sustrato después de los 10 mg
mL-1 de xilanos, mientras que la expresada en TOP10 alcanza la velocidad maxima
de reaccién a los 15 mg mL* de xilanos a una concentracioén celular equivalente a

ODeoonm de 5. Los datos de desviacion estandar son de experimentos por triplicado.
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Tabla 1. Xilanasas usadas para hidrolisis de xilanos

Las enzimas xilanasas EC 3.2.1.8 para diferentes tipos de biocatalisis, actividades especificas y constantes cataliticas.

Célula completa: ancladas a microorganismos utilizando diversos autotransportadores. Enzima inmovilizada: Enzima en

forma pura anclada a nanoparticulas biofuncionalizadas. Enzimatica: Enzima en forma pura. *Actividad reportada en U por

mg de peso seco de microorganismo usado para el anclaje. **Actividad reportada en U por mg de enzima pura. ***Actividad

reportada en mU por mL de cultivo a ODs7snm: 2. ****Co-expresion de xilobiosidasa y xilanasa.

Microorganismo

Clostridium cellulovorans
Clostridium cellulovorans
Cellulomonas fimi
Thermomyces lanuginosus

Fusarium graminearum

Bacillus subtilis

Trichoderma reesei

Aspergillus niger

Thermomyces lanuginosus
Armillaria gemina
Thermomyces lanuginosus

Pholiota adiposa
Aspergillus niger
Trichoderma reesei
Clostridium acetobutylicum
Clostridium cellulovorans

Thermoascus aurantiacus

Tipo de
biocatalisis

Célula
completa

Enzima
inmovilizada

Enzimatica

Anclaje
E. coli WDHL AIDA
E. coli TOP10 AIDA
E. coli C41 (DE3) PgsA
E. coli JIM109 Lpp-OmpA
E. coli BL21 (DE3) blc
Pseudomonas putida AIDA
Saccharomyces a-
cerevisiae agglutinin

NP’s magnéticas de quitosano
recubiertas de Fe304
NP’s de magnetita modificada
revestidas con silice
SiO2 NP’s
NP’s magnéticas revestidas de
Poliglicerol hiperramificado
SiO2 NP’s
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Sustrato

beechwood xylan
beechwood xylan
xylan
oat-spelt xylan

beechwood xylan

beechwood xylan

birchwood xylan

birchwood xylan

beechwood xylan
birchwood xylan
beechwood xylan

birchwood xylan
oat spelt xylan
Birchwood
larchwood xylan
birchwood xylan

beechwood xylan

Actividad
especifica
(U mg?)*
270.96
1017.22
0.049
0.072

0.265%***

48.5
muU/mL***

0.0018

29702 **

5.4%*
155.3**
1283.96**

Km
(mg mL?)

7.52
6.01

10.53

9.63
1.92
5.2

2.37
6.57
2.1

Referencia

Este trabajo
Este trabajo
Chen et al. 2012
Qu et al. 2015
Zhao et al. 2013

Schulte et al. 2017
Fujita et al. 2002
Liu et al. 2014

Soozanipour et al. 2015
Dhiman et al. 2013
Landarani-Isfahani et al. 2015

Dhiman et al. 2012
Guo et al. 2013
He et al. 2009
Lee et al. 1987
Kosugi et al. 2002
de Souza et al. 2016



5 CoNcLUSIONES

La expresion de enzimas xilanoliticas en la superficie celular mediante el sistema
autodisplay AIDA es una poderosa herramienta para la hidrdlisis de xilanos, al
disminuir los costos de produccion de enzimas ademas de que no se requiere de
purificacion.

Los resultados sugieren que la cepa WDHL y TOP10 son capaces de expresar
eficientemente enzimas en su membrana externa mediante este sistema utilizando
el vector pAIDA.

Existen diferencias en actividad enziméatica especifica y comportamiento cinético al
comparar ambas cepas que expresan mediante AIDA para la misma enzima,

indicando la importancia del fondo genético de la célula huésped.
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6 PERSPECTIVAS

Se planea expresar el resto de las enzimas xilanoliticas utilizando el “autodisplay”
de AIDA obteniendo una cepa de E. coli por cada enzima xilanolitica. Una vez
obtenidas las transformantes de TOP10 y WDHL, encontrar las condiciones 6ptimas
de hidrolisis de xilanos puros, paja de trigo y el autohidrolizado de paja de trigo
utilizando la combinacién de cepas, como parte de un SHF.

Evaluar el potencial de WDHL para realizar SSF como consorcio de multiples
transformantes de WDHL, donde cada transformante porte una enzima xilanolitica.
Encontrar las condiciones 6ptimas de diferentes factores para el proceso SSF que
tendra como respuestas: la expresion de enzimas, hidrolisis de hemicelulosa y

produccion de etanol e hidrégeno.
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