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RESUMEN 

El elevado costo y el suministro no renovable del petróleo han enfocado la 

atención en otras alternativas para fabricar químicos, combustibles, solventes 

y polímeros a partir de biomasa. La lignocelulosa es un recurso primario, 

sustentable, de bajo costo y alta disponibilidad, que ha ganado relevancia por 

ser una fuente con una huella de carbono mínima. Además, suele ser un 

desecho de la agroindustria por lo que reutilizarlo ofrece una gran 

oportunidad de obtener una mayor utilidad.  

La biomasa lignocelulósica como materia prima presenta un problema, la 

complejidad de su estructura dificulta su degradación y por consecuencia se 

requiere una gran concentración de enzimas celulasas, lo cual encarece el 

proceso. Por esta razón el objetivo de esta tesis es evaluar el efecto de la 

mezcla de proteínas con actividad expansina y xilanasa sobre la acción 

hidrolítica de celulasas en residuos lignocelulósicos. Para ello se produjo de 

forma recombinante una Swollenina (TrSWO) y una xilanasa (GtXYL1), 

obteniéndose 0,24 y 0,22 g de proteína/L de cultivo respectivamente.  Ambas 

fueron concentradas y purificadas con cromatografía de intercambio 

aniónico. GtXYL1 fue caracterizada obteniéndose los parámetros óptimos 

80°C y pH entre 4 - 5, además presenta una actividad específica de 11.567 

U/mg y una destacable termoestabilidad a 50°C. Se realizaron ensayos de 

hidrólisis en paja de trigo con Celluclast® 1.5L junto a GtXYL1 y los resultados 

indican que se obtiene un 62% más de azúcares liberados en comparación a 

Celluclast® 1.5L por sí sola. Se concluye que hay un efecto de sinergismo 

entre ambas enzimas. 
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ABSTRACT 

The rising cost and non-renewable supply of oil have focused the attention 

on alternative routes to make chemicals, fuels, and solvents from biomass 

instead. Lignocellulose is a unique, low-cost, highly available sustainable 

primary resource that has gained relevance for being a source with a 

minimum carbon footprint. In addition, it is usually a waste of the 

agroindustry so reuse it offers a great opportunity to obtain higher profits.  

Lignocellulose as raw material presents a problem; the complexity of its 

structure hinders its degradation and consequently requires a large 

concentration of cellulase enzymes, which makes the process more 

expensive. For this reason, the aim of this thesis is to evaluate the effect of 

proteins with expansin-like activity and xylanase mixture on the cellulases 

hydrolytic action over lignocellulosic residues. For this, a Swollenin (TrSWO) 

and a xylanase (GtXYL1) were produced recombinantly, obtaining 0,24 and 

0,22 g of protein/L of culture respectively. Both were concentrated and 

purified with anionic exchange chromatography. GtXYL1 was characterized 

obtaining its optimum parameters 80 °C and pH 4 - 5 range. It also presents a 

specific activity of 11,567 U/mg and a remarkable thermostability at 50°C. 

Hydrolysis assays were performed on wheat straw with Celluclast® 1.5L and 

GtXYL1. The results indicate 62% more sugars released in comparison with 

Celluclast® 1.5L by itself. It is concluded that there is a synergistic effect 

between both enzymes.  
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I. INTRODUCCIÓN 

Para cubrir las necesidades básicas del ser humano se necesita alimento, 

energía y materiales. Desde la revolución industrial, la gran mayoría de los 

compuestos en base a carbono y la energía provienen de los combustibles 

fósiles. Sin embargo las fuentes de carbón fósil son finitas, de suministro 

variable y un precio elevado1. Además, han tenido un efecto innegable sobre 

el ambiente debido a una gran generación de desechos y a la liberación de 

gases de efecto invernandero2.  

La sociedad ha tomado conciencia de estos hechos y se ha vuelto imperativo 

buscar fuentes alternativas a los compuestos derivados del petróleo3. Una 

alternativa es utilizar desechos como la biomasa, que se define como: 

“materia orgánica renovable de origen vegetal, animal o procedente de la 

transformación natural o artificial de la misma”4,5. La biomasa vegetal o 

lignocelulósica es un recurso primario sustentable único, de bajo costo y alta 

disponibilidad, es la biomasa más abundante del planeta y ha ganado 

relevancia por ser una fuente de carbono neutral3,6–8. Mediante la hidrólisis 

de ésta se pueden obtener principalmente lignina y carbohidratos, que 

posteriormente pueden ser tratados para fabricar químicos, combustibles, 

solventes y polímeros1,7. 

Los azúcares obtenidos a partir de biomasa pueden ser fermentados 

generando etanol o butanol para ser utilizados como biocombustible. El 

etanol por su parte también puede ser deshidratado para generar etileno, 

compuesto muy versátil con el que se puede producir óxido de etileno y 

etilenglicol, o ser polimerizado a polietileno, uno de los plásticos más 

comunes. Otro tipo de fermentación de los azúcares puede resultar en ácido 
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láctico, utilizado en la producción de poli-ácido láctico, un plástico 

biodegradable con propiedades muy similares a los polímeros derivados del 

petróleo utilizados hoy en día en empaque, fibras y espumas. Los azúcares 

también pueden pasar directamente por el proceso de deshidratación 

catalizada por ácido, que genera furfural y 5-hidroximetil-furfural (5-HMF) 

como producto. Ambos compuestos son una plataforma prometedora para 

moléculas orgánicas. El compuesto 5-HMF puede fácilmente convertirse en 

di-metilfurano que se utiliza como solvente y combustible. También se puede 

convertir en ácido 2,5-furanodicarboxílico, que es fácilmente utilizado como 

producto químico debido a su facultad de copolimerizar con etilenglicol, lo 

que permite fabricar un polímero renovable con propiedades similares a los 

polímeros PET utilizados en la industria textil y de empaque.7 

Chile se puede beneficiar utilizando la biomasa como materia prima, debido a 

que una de las fuentes principales de ingresos del país es la exportación 

silvoagropecuaria. En la temporada agrícola 2013-2014 la superficie 

sembrada de cultivos anuales esenciales, que corresponden a cereales, 

cultivos industriales (raps, maravilla, etc.), leguminosas y tubérculos fue de  

719.973 hectáreas9, lo cual corresponde a 8,5 veces la superficie del gran 

Santiago. A partir de estos cultivos se genera una gran cantidad de residuos, 

en la misma temporada 2013-2014 la producción de paja a partir de los 

cultivos esenciales fue de 5 millones de toneladas, en donde los principales 

contribuyentes son trigo, maíz y avena. Una parte de estos residuos tienen 

como destino ser forraje para animales y lo demás se elimina mediante 

quemas, práctica muy peligrosa, contaminante y nociva para los suelos10, por 

lo que reutilizarlos ofrece una gran oportunidad de obtener una mayor 

utilidad.  
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La lignocelulosa como materia prima presenta un problema, la complejidad 

de su estructura dificulta su degradación. Normalmente para su degradación 

de forma biológica se utilizan enzimas llamadas celulasas, pero se necesitan 

usar grandes cantidades lo cual encarece el proceso11.  

 

II. MARCO TEÓRICO 

2.1  Lignocelulosa 

La lignocelulosa es el componente de la 

pared celular de las plantas, que consiste 

en hebras de celulosa entrecruzadas con 

hebras de hemicelulosa y lignina 

formando una matriz rígida12 (Figura 1). 

La composición porcentual de cada 

polímero varía entre especies, en el caso 

de las maderas duras el contenido de 

celulosa y hemicelulosa es mayor, en 

cambio las maderas blandas presentan 

mayor contenido de lignina. Dentro de 

una misma especie la composición varía 

según la edad, etapa de crecimiento y 

tejido13.  

 

 

Lignina 
Hemicelulosa 
Celulosa 

Planta 

Microfibras 
de celulosa 

Células vegetales  

Pared celular 

Polisacárido

s 

D-glucosa 

Figura 1. Estructura de la lignocelulosa. 

Modificado de Ritter 200812  
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2.1.1  Celulosa 

La celulosa es el polímero más abundante en la naturaleza, altamente estable 

e insoluble en agua14. Es el principal componente de la pared celular y 

constituye el 50% del peso seco de las plantas. Consiste en unidades de D-

glucosa unidas mediante enlaces β 1-4 que forman un dímero llamado 

celobiosa, los que a su vez se estructuran en cadenas poliméricas lineales de 

alrededor de 8.000 – 12.000 unidades de glucosa. En la naturaleza no existen 

como cadenas simples, por lo que dichas cadenas o filamentos se organizan 

unidos por puentes de hidrógeno en microfibrillas cristalinas. Poseen un 

diámetro de 5 a 15 mm que contienen desde 36 a 1200 filamentos, los cuales 

se disponen dejando un extremo reductor y otro extremo no reductor13,14 

(Figura 2). 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Estructura de la celulosa. Modificado de Quiroz-Castañeda & Folch Mallol 201113 

 

2.1.2  Hemicelulosa 

La hemicelulosa es el segundo polímero más abundante en la naturaleza y 

constituye entre el 25 al 30% del peso seco de la planta13. Es un polímero 

muy heterogéneo compuesto principalmente por pentosas (D-xilosa y L-

arabinosa) y hexosas (D-glucosa, D-manosa y D-galactosa). Usualmente se 
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encuentran acetiladas formando cadenas ramificadas, junto con los azúcares 

ácidos 4-O-metilglucorónico, D-galacturónico y D-glucurónico, unidos por 

enlaces por enlaces β 1-4 y ocasionalmente β 1-3 (Figura 3). 

La hemicelulosa usualmente se clasifica según el azúcar que se encuentra en 

mayor proporción formando el esqueleto principal del polímero en xilano, 

xiloglucano, mananos, glucomananos y glucanos14. El xilano es el 

componente más abundante (70%) que corresponde a la unión de 2 

moléculas de D-xilosa unidas por un enlace glicosídico β 1-4 y se ramifican 

por medio de enlaces glicosídicos β 1-2. El xilano puede estar sustituido y 

originar arabinoxilanos, glucoxilanos y glucuronoarabinoxilanos.  

La función más importante de la hemicelulosa es ser el puente que une a la 

celulosa y la lignina, lo cual otorga mayor estabilidad y rigidez a la 

lignocelulosa. La lignina y la hemicelulosa se unen a través de enlaces del tipo 

éster entre la arabinosa de la hemicelulosa y los hidroxilos presentes en la 

lignina, mientras que la unión de celulosa y hemicelulosa está dada por una 

unión mediante puentes de hidrógeno13,14. 

Figura 3. Estructura de la hemicelulosa. Modificado de Menon and Rao 201215 
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2.1.3  Lignina 

Este polímero da rigidez y protege a los polisacáridos estructurales de la 

celulosa y hemicelulosa confiriendo soporte estructural, impermeabilidad y 

resistencia al ataque de microorganismos, por lo cual es el componente más 

difícil de degradar de la lignocelulosa16. Constituye del 20 al 30% de la 

madera de los árboles.  

La lignina es un heteropolímero irregular, insoluble y ramificado, formado por 

la polimerización de 3 alcoholes aromáticos del tipo fenilpropano: alcohol 

cumarínico, conifetílico y sinapílico unidos por enlaces C-C y enlaces del tipo 

éter entre los anillos aromáticos. El constituyente principal de las maderas 

suaves es el alcohol coniferílico y en las maderas duras es el alcohol 

cumarínico y sinapílico16. 

 

2.1.4  Degradación de la lignocelulosa 

Existen organismos que tienen la capacidad de utilizar compuestos 

lignocelulósicos como fuente de carbono, como por ejemplo, bacterias 

aerobias del tipo actinomicetales y bacterias anaerobias del tipo 

clostridiales13. También encontramos hongos anaerobios como los 

chitrimiocetos que habitan el tracto gastrointestinal de los rumiantes y los 

hongos aerobios ascomicetos y basidiomicetos siendo los últimos los más 

eficientes en el proceso de descomposición. Dentro de los ascomicetos y 

basidiomicetos hay varios géneros celulolíticos como Chaetomium, 

Trichoderma, Aspergillus, Fusarium, Coriolus, Phanerochaete, Schizophyllum, 

Volvariella, Pycnoporusy Bjerkandera, Gloeophyllum. Los más estudiados por 
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su importancia industrial son Trichoderma reesei y Phanerochaete 

chrysosporium8,13,17. 

Dichos organismos para poder realizar la degradación de la celulosa, 

componente principal de la lignocelulosa, requieren a las enzimas celulasas 

pero además, son necesarias enzimas especializadas para cada componente 

de la matriz, a las cuales se les denomina enzimas auxiliares, por el papel que 

ejercen liberando el entramado que protege a la celulosa. Dentro de este 

grupo encontramos a las hemicelulasas, ligninasas, expansinas entre otras8.  

Estas enzimas son brevemente descritas a continuación.  

 

2.1.4.1  Celulasas 

Las celulasas se clasifican en tres grupos según su actividad catalítica: 

exoglucanasas, endoglucanasas y β-glucosidasas14 (Figura 4). Las 

exoglucanasas o celobiohidrolasas (CBH) (EC 3.2.1.74; 1,4-β-D-glucano-

glucanohidrolasa y EC 3.2.1.91; 1,4-β-D-glucano-celobiohidrolasa) actúan 

sobre los extremos reductor y no reductor de las cadenas del polisacárido de 

celulosa, liberando celobiosa como productor principal. Estas enzimas 

representan del 40 al 70% del sistema de celulasas. 

Las endoglucanasas (EG) (EC 3.2.1.4; 1,4-β-D-glucano-4-glucanohidrolasa) 

fragmentan aleatoriamente en sitios amorfos internos de la cadena de 

celulosa, generando oligosacáridos de diferentes longitudes y nuevos 

extremos susceptibles a ser hidrolizados por exoglucanasas.  Por esta razón 

se considera que estas enzimas son las que comienzan con el ataque 

azaroso13.  
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Las β-glucosidasas (BGL) (EC 3.2.1.21) se encargan de la hidrólisis de la 

celobiosa liberando dos moléculas de glucosa, la cual es fuente de carbono 

fácilmente metabolizable13,14. 

 

 

 

 

 

 

Figura 4. Degradación de celulosa: enzimas y sitios de acción. Modificado de Aro, Pakula 
and Penttilä 200514 

 

2.1.4.2  Hemicelulasas 

La hemicelulosa se biodegrada para formar azúcares monoméricos y ácido 

acético14 (Figura 5). El xilano es su componente principal, por lo tanto las 

xilanasas son las principales enzimas encargadas de la degradación de la 

hemicelulosa. En este grupo se encuentran las endoxilanasas (EC 3.2.1.8; 

endo-1,4-β-D-xilanasa) que actúan sobre la cadena principal y las β-

xilosidasas (EC 3.2.1.37; xilano 1,4-β-xilosidasa) que liberan xilosa a partir del 

rompimiento de los oligosacáridos de xilano13,14. 

 

 

 

 

 Swollenina 
endoglucanasa 
celobiohidrolasa 
β-glucosidasa 

glucosa 
 
celobiosa 
celobiosa 
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Figura 5. Degradación de hemicelulosa: enzimas y sitios de acción. Modificado de Aro, 
Pakula and Penttilä 200514 

 

Las xilanasas se encuentran clasificadas en las familias de glicosil hidrolasas 

(GH) 5, 8, 10, 11, 30 y 43, basado en su estructura y modo de acción18,19. Sin 

embargo, la gran mayoría de los estudios están centrados en las xilanasas de 

las familias GH10 y GH1118, las que difieren en la afinidad por el sustrato, en 

su sitio activo y su mecanismo de acción.  Las xilanasas GH11, conocidas 

como las verdaderas xilanasas, tienen una gran especificidad por sustratos 

que contienen D-xilosa y se caracterizan por actuar en zonas sin 

ramificaciones del polímero hemicelulosa. Estas enzimas se caracterizan por 

tener un bajo peso molecular (<30 kDa) y un alto pI. Las xilanasas GH10 

tienen menor especificidad por el sustrato xilano y son capaces de degradar 

las zonas sustituidas o ramificadas de la estructura de hemicelulosa. Los 

miembros de esta familia por lo general tienen alto peso molecular (>30 kDa) 

y un bajo pI.19 

Se ha podido apreciar en algunos estudios que las xilanasas mejoran la 

hidrólisis de la lignocelulosa por parte de las celulasas (Figura 6). Esto se 
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explica porque las xilanasas cumplirían un rol muy importante al momento de 

facilitar el acceso de las celulasas a la celulosa, puesto que como se mencionó 

anteriormente, la hemicelulosa está compuesta principalmente por xilano y 

tiene como función estabilizar la unión entre celulosa y lignina20. 

Figura 6. Sinergia entre xilanasa y celulasas. Conversión de rastrojo de maíz pretratado al 
vapor (SPCS en inglés) a distintas dosis de celulasa con o sin suplementación de xilanasa (60 
mg/g de celulosa) después de 72 h de hidrólisis. Relación entre la remoción de xilano y 
conversión de celulosa luego de 72 h de hidrólisis a distintas dosis de enzima. Línea 
continua: hidrólisis en presencia de xilanasa, línea punteada: hidrólisis en ausencia de 
xilanasa. Modificado de Hu, Arantes and Saddler 201120. 

 

2.1.4.3  Ligninasas 

La despolimerización de la lignina involucra enzimas oxidativas extracelulares 

que liberan productos altamente inestables y que luego sufren reacciones 

oxidativas13. Los hongos de pudrición blanca son los degradadores de lignina 

más eficientes, que poseen lacasas y peroxidasas. Estas últimas se dividen en 

dos grupos: Ligninoperoxidasa (LiP, EC 1.11.1.14) y peroxidasa dependiente 
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Polisacáridos unidos a la celulosa 
(hemicelulosa - pectina) 

Celulosa 

de magnesio (MnP; EC 1.11.1.13), ambas son oxidoreductasas que catalizan 

reacciones oxidativas de compuestos fenólicos y no fenólicos dependientes 

de peróxido de hidrógeno, necesarias para la degradación de la lignina. Las 

lacasas (EC 1.10.3.1; p-difenol dioxígeno oxidoreductasa) son 

polifenoloxidasas que catalizan la oxidación de muchos compuestos fenólicos 

y no fenólicos en presencia de mediadores, acoplando la reducción de 

oxigeno molecular en agua13,14. 

 

2.1.4.4  Expansinas 

Las expansinas son proteínas que están 

involucradas en la remodelación de la 

pared celular de las plantas induciendo la 

extensibilidad y el relajamiento de las 

paredes. No tienen actividad hidrolítica, 

por lo cual se ha propuesto que las 

expansinas rompen los puentes de 

hidrógeno que se encuentran entre los 

filamentos de celulosa o entre glucosas y 

otros polisacáridos mediante un 

mecanismo no enzimático21 (Figura 7). 

Estas proteínas están compuestas por dos 

dominios (dominio I y dominio II). Se 

considera que son parte de una 

superfamilia que está divida en cuatro 

familias: α expansinas (EXPA),                     

β expansinas (EXPB), proteínas tipo α 

Figura 7. Modelo del 

funcionamiento de las expansinas 

en la relajación de la pared celular 

vegetal. Modificado de Sampedro 

and Cosgrove 200521  
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expansinas (EXLA) y proteínas tipo β expansina (EXLB)13,21,22.  

Fueron aisladas por primera vez desde semillas de pepino y se les asoció con 

el crecimiento celular dependiente del pH conocido como “crecimiento 

ácido”, además se vio que al aplicarlas sobre tejido celular de plantas 

producen relajación de la pared21,22. En otros estudios se mostró que bajo el 

efecto de las hormonas giberalina y auxina había un aumento en el mRNA de 

expansinas, y al utilizar un antisentido para el gen de expansina se inhibía el 

crecimiento. Luego se descubrió que alérgenos del polen de pasto, llamados 

alérgenos del grupo-1, tenían cierta similitud con las expansinas. En algunos 

estudios se vio que estos alérgenos poseían la actividad característica de las 

expansinas de relajar la pared celular, pero sólo en el estigma de pasto 

facilitando así la polinización. A estos alérgenos se les denominó β expansinas 

para diferenciarlas de las anteriores, a las cuales se les llamó α expansinas22.  

Posteriormente se descubrieron a las proteínas tipo expansina (α y β), que  

difieren de las EXPA y EXPB, porque carecen de un motivo His-Phe-Asp (HFD) 

presente en el dominio I13. Existe un último grupo de proteínas tipo 

expansina llamadas tipo expansina X (EXLX) que tienen una homología con las 

EXLA y EXLB pero pertenecen a otros organismos como hongos y bacterias13. 

Existen también proteínas que presentan solo uno de los dominios, ya sea el I 

o II, que no pueden ser clasificadas como expansinas propiamente tal, pero 

presentan una actividad similar21. Este es el caso de Swollenina, que tiene 

actividad tipo expansina y posee el dominio II junto con un dominio de unión 

a celulosa (CBD)13,21,23. 
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Hay estudios en donde se ha visto que las expansinas mejoran la hidrólisis de 

la lignocelulosa por parte de las celulasas24.  Con Swollenina también se han 

visto dichos efectos25 como se muestra en la Figura 8, esto puede deberse a 

que Swollenina al relajar la estructura cristalina de la celulosa genera más 

puntos de ataque para que actúen las celulasas. 

Figura 8. Sinergia entre Swollenina y 
celulasas. Distintas cantidades de POSWOI 
purificada (0,3; 3; 10; 30 µg) y a una 
cantidad fija de celulasas (0,002 FPU) 
fueron incubadas con 2.5 mg de Avicel en 
250 µL de acetato de sodio 0,005 M a 
50°C. Se recolectaron muestras a 0, 4, 8, 
12, 24, 36, 48 h respectivamente y los 
azúcares reductores fueron evaluados con 
DNS. Las reacciones que contienen solo 
celulasas y solo POSWOI sirven de 
controles. Cada reacción fue realizada en 
triplicado y se muestra la desviación 
estándar. Modificado de Kang et al. 
201325.  
 

 

2.2  Investigación propuesta 

Debido a la recalcitrancia de la materia prima se propuso utilizar enzimas 

auxiliares que degraden al entramado de lignocelulosa y dejen más expuesta 

a la celulosa, para que luego las celulasas realicen la sacarificación y así poder 

liberar una mayor cantidad de azúcares. Se propuso utilizar a los una xilanasa 

GH10 proveniente de Gloeophyllum trabeum y Swollenina proveniente de 

Trichoderma reseei. El objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto de la 

mezcla de proteínas con actividad tipo expansina y xilanasas sobre la acción 

hidrolítica de celulasas en residuos lignocelulósicos.  
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2.3   HIPOTESIS 

La adición de xilanasas y proteínas con actividad expansina mejora la acción 

hidrolítica de celulasas sobre lignocelulosa.     

 

2.4   OBJETIVO GENERAL 

Evaluar el efecto de la mezcla de proteínas con actividad expansina y 

xilanasas sobre la acción hidrolítica de celulasas en residuos lignocelulósicos. 

 

2.5  OBJETIVO ESPECÍFICOS.   

1. Producir de forma recombinante Swollenina y Xilanasa. 

2. Identificar las mejores condiciones para la producción de Swollenina y 

Xilanasa en Pichia pastoris. 

3. Realizar caracterización de las proteínas purificadas. 

4. Evaluar del efecto de la adición de Swollenina y Xilanasa en  la 

sacarificación de residuos lignocelulósicos por celulasas. 
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III. MATERIALES Y MÉTODOS 

3.1 Materiales 

3.1.1 Reactivos 

Tabla 1. Listado de reactivos y kits utilizados en esta tesis. Todos los reactivos son para análisis. 

Proveedor Reactivos y kits 

BD and Company LB broth base Miller, bacto agar, bacto triptona, extracto 

de levadura. 

Bio-Rad Dye Reagent Concentrate for Protein Assay,  

Merck cloroformo (99-99,4%), isopropanol (99,8%), etanol 

(99,9%), hidróxido de sodio, acetato de sodio, ácido 

acético, citrato de sodio, sulfato de amonio, ácido 

clorhídrico, cloruro de sodio, SDS, nitrato de plata, 

carbonato de sodio, formaldehido, ácido cítrico, urea, 

potasio dihidrógenofosfato, cloruro de calcio dihidratado, 

di-potasio hidrógenofosfato trihidratado. 

Fermentas IPTG, x-gal. 

Fermelo Agarosa Lafken. 

Geneaid Gel/PCR DNA Fragments Extraction Kit. 

Life Technologies SuperScript™ III Reverse Transcriptase, Multi-Copy Pichia 

Expression Kit, 1 Kb Plus DNA Ladder, TRIzol. 

Megazyme D-xylose assay kit. 

Promega Wizard® Genomic DNA Purification kit, pGEM®-T and 
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pGEM®-T Easy Vector Systems. 

Randox GLUC-PAP kit. 

Santa Cruz 

Biotechnology 

Geneticina. 

Sigma Bromuro de etidio, xilano (de madera de haya), CMC, 

tween 20, avicel. 

Thermo Scientific GeneJET Plasmid Miniprep Kit, SuperSignal® West 

HisProbe™ Kit. 

Winkler Ampicilina, glicerol, tris, acilamida-bispoliacrilamida. 

 

3.1.2 Equipos 

Tabla 2. Lista de los equipos utilizados en esta tesis. 

Equipo Modelo Fabricante 

Centrifugas Sorvall RC 6 Plus 

Centrifuge 5804 R  

Centrifuge 5403 

Thermo Scientific 

Eppendorf 

Eppendorf 

Termocicladores Smart Gradient PCR Thermal 

Cycler T960 

Gradient Thermal Cycler PCR 

K960 

Hangzhou Jingle 

Scientific Instruments 

Co. 

Cámara de flujo 

laminar 

SHC-4AX  Steamline Laboratory 

products 

Incubadora SI6R-2 Shel Lab  
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Lector de placas Asys UVM340 Biochrom Ltd. 

FPLC AKTA Purifier 10 GE Healthcare Life 

Sciences 

 

 

3.1.3 Composición de medios de cultivo 

Tabla 3. Composición medios de cultivos utilizados para el crecimiento de todos los 
microorganismos utilizados en este trabajo. 

Medio de cultivo Composición 

LB Luria-Berthani  

extracto de levadura 0,5% p/v 

triptona 1% p/v 

cloruro de sodio 0,5% p/v 

YPD Extracto de levadura peptona dextrosa  

extracto de levadura 1% p/v 

glucosa 2% p/v 

peptona 2% p/v 

RBD Medio de regeneración dextrosa 

Sorbitol 1M 

glucosa 2% p/v 

YNB 1,34% p/v 

biotina 0,0004% p/v 

aminoácidos (- histidina) 0,005% p/v 
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BMGY Medio complejo glicerol mínimo tamponado  

extracto de levadura 1% p/v 

peptona 2% p/v 

fosfato de potasio 100 mM pH 6 

YNB 1,34% p/v 

biotina 0,0004% p/v 

glicerol 1% v/v 

BMMY Medio complejo metanol mínimo tamponado  

extracto de levadura 1% p/v 

peptona 2% p/v 

fosfato de potasio 100 mM pH 6 

YNB 1,34% p/v 

biotina 0,0004% p/v 

metanol 0,5 - 1,5% v/v 

Placas Al medio liquido se le agrega agar-agar 2%  p/v 

 

3.1.4 Cepas 

Tabla 4. Cepas utilizadas para clonar y para expresar. 

Cepa Genotipo Fuente 

E coli  

TOP10F’  

 

F’ {proAB, lacIq, lacZΔM15, Tn10(TetR)} 

mcrA, Δ(mrr-hsdRMS-mcrBC), 

φ80lacZΔM15, ΔlacX74, deoR, recA1,  

λ– araD139, Δ(ara-leu)7697, galU, galK, 

referencia26 
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rpsL(StrR), endA1, nupG 

P pastoris 

KM71 

arg4 his4 aox1::ARG4 referencia26 

Gloeophyllum 

trabeum 

Silvestre Donación del 

profesor René 

Carmona de la 

Facultad de Ciencias 

forestales y de la 

Conservación de la 

Naturaleza  

Trichoderma 

reesei 

Silvestre 

 

3.1.5 Plásmidos  

Tabla 5. Plásmidos. Vectores de clonamiento y expresión. Vector pPIC 3.5K no posee péptido 
señal de exportación, pPIC 9K incluye el péptido señal de levadura. 

Plásmido Característica Uso Referencia 

pGEM-T easy lacZ, ori f1, AmpR Vector de 

clonamiento 

referencia27 

pPIC 3.5K  his4 aox1 ori pBR322, AmpR,   

KanR 

Vector de 

expresión 

referencia26 

pPIC 9K señal de secreción factor α        

his4 aox1 ori pBR322, AmpR, KanR  

Vector de 

expresión 

referencia26 
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3.1.6 Partidores 

Tabla 6. Partidores utilizados en esta tesis 

Partidor Secuencia 

TrSwoFull_FwAvrII_2 5’-  CGCGGCGCGACCTAGGTATAATGTCTGGTAAGC 

TTATCCTC - 3’ 

TrSwoMad_FwAvrII_2 5’-  GCGGCGCGACCTAGGTTATTTGGCCAATGT -3’ 

TrSwo_RvHisNotI 5’- GCGGCCGCTCAATGATGATGATGATGATGATTC  

TGGCTAAACTG -3’ 

XGT1_PS_Fw_BamHI  5'- GGATCCTATAATGTCTATTTCTAAGACCT - 3' 

XGT1_FwEcoRI 5'- GAATTCGCACCTCCTACTCCCGCC -3' 

XGT1_Rev_AvrII 5'- CCTAGGTTACTGCCGCCAGCAAC -3' 

5´ AOX1 5´-GACTGGTTCCAATTGACAAGC-3´ 

3´ AOX1  5´-GCAAATGGCATTCTGACATCC-3´ 

 

Tabla 7. Partidores utilizados en esta tesis (continuación). 

Partidor Característica Uso 

TrSwoFull_FwAvrII_2 Sitio enzima restricción AvrII, 

TATA box, codón de inicio, TCT 

codón de preferencia en P. 

pastoris28. 

 

 

Clonar desde el 

hongo de origen 

(XM_006969163.1), 

expresar 

TrSwoMad_FwAvrII_2 Sitio enzima restricción AvrII 

TrSwo_RvHisNotI Secuencia para cola de 

polihistidina, codón de 
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término, sitio enzima de 

restricción NotI. 

XGT1_Ps_Fw_BamHI  Sitio enzima restricción BamHI, 

TATA box, codón de inicio, TCT 

codón de preferencia en P. 

pastoris28. 

 

 

Clonar desde el 

hongo de origen 

(JN971032.1), 

expresar 

XGT1_FwEcoRI Sitio enzima restricción EcoRI. 

XGT1_Rev_AvrII Codón de término, sitio enzima 

restricción AvrII. 

5´ AOX1 

3´ AOX1 

 

Partidores para gen AOX1 de P. 

pastoris (sitio de inserción del 

gen recombinante). 

Secuenciar              P. 

pastoris 

transformadas 

 

3.1.7 Enzimas 

Tabla 8. Enzimas  utilizadas en esta tesis 

Enzima Proveedor 

SuperScript™ III Reverse Transcriptase Life Technologies 

GoTaq® Flexi DNA Polymerase  Promega 

Phusion High-Fidelity DNA Polymerase New England biolabs 

Enzimas de restricción AvrII, BamHI, NotI, SalI New England biolabs 

Rapid PNGase F New England biolabs 

Cellobiase Aspergillus niger Sigma 
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cellulase Trichoderma reesei ATCC 26921  

(Celluclast® 1.5L (Novozyme)) 

Sigma 

Xylanase Trichoderma viridae  Sigma 

Xylanase Thermomyces lanuginosus Sigma 

 

 

3.2 Métodos  

Los métodos utilizados para llevar a cabo este trabajo se encuentran 

especificados a continuación: 

 

3.2.1. Condiciones de cultivo 

Las bacterias se cultivaron rutinariamente a 37°C  en caldo LB (Tabla 3). Para los 

cultivos con antibiótico se utilizó ampicilina a una concentración final de 100 

μg/mL. Para los medios de selección se utilizó al indicador cromogénico sustrato 

de la -galactosidasa X-Gal  a  40 μg/mL e IPTG a 0,5 mM.  

Las levaduras se cultivaron rutinariamente a 30°C  en medio YPD. Para los 

cultivos con antibiótico se utilizó geneticina a una concentración variable entre 

0,25 – 2 mg/mL. 

En ambos casos los cultivos en medio sólido se prepararon adicionando 15 g/L 

de agar-agar al medio líquido.  
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3.2.2 Estrategia de clonamiento de los genes de swollenina y xilanasa 

El método utilizado para clonar fue amplificación por PCR junto con la utilización 

del vector de clonamiento pGEM-T easy. A partir de RNA se sintetizó cDNA y se 

amplificaron los genes desde los hongos Trichoderma reseei para Swollenina y 

Gloeophyllum trabeum para xilanasa. A continuación se explica detalladamente 

los pasos que se siguieron para clonar ambos genes. 

 

3.2.2.1 Diseño de partidores específicos para el gen Trswo 

Se diseñaron partidores específicos para amplificar Swollenina 

[XM_006969163.1], con la ayuda de la herramienta en línea OligoAnalyzer® Tool 

(Integrated DNA Technologies). Las características de cada partidor se 

encuentran detalladas en la Tablas 6 y 7. Para el diseño se considera utilizar el 

gen completo que incluye el péptido señal de exportación al cual se le denomina 

fragmento completo y la zona del gen que solo considera la proteína madura el 

cual se denomina fragmento maduro. 

 

3.2.2.2 Síntesis y purificación de cDNA 

La síntesis de cDNA a partir del RNA total de Trichoderma reesei se realizó con el 

kit SuperScript® III Reverse Transcriptase (Invitrogen) según las instrucciones del 

fabricante29. El cDNA obtenido es purificado con el kit Gel/PCR DNA Fragments 

Extraction Kit (Geneaid) siguiendo las indicaciones del fabricante para PCR Clean 

up30.  
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3.2.2.3 Clonamiento de los genes de swollenina y xilanasa 

Las amplificaciones para el clonamiento fueron realizadas con Phusion High-

Fidelity DNA Polymerase (Thermo Scientific) y los PCR de colonias con GoTaq® 

Flexi  DNA Polymerase (Promega). A continuación se presenta la Tabla 9 con la 

composición de la reacción de amplificación y la Tabla 10 con el programa de 

amplificación utilizado:   

 

Tabla 9. Composición de la reacción de amplificación con High-Fidelity DNA Polimerasa. El 
volumen total de reacción es de 25 µL. 

Reactivo Cantidad [µL] 

Amortiguador 5X Phusion HF 5 

dNTP's [10 mM]  0,5 

Partidor directo [20 µM] 1,25 

Partidor reverso [20 µM] 1,25 

DMSO 0,75 

Phusion High-Fidelity DNA Polymerase 0,25 

DNA templado 0,5 

H2O 15,5 
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Tabla 10. Programa para amplificar con High-Fidelity DNA Polimerasa. Para Swollenina en los 
primeros 3 ciclos se utilizó una baja temperatura para que aparearan las zonas 
complementarias y luego en los siguientes 30 ciclos se subió para poder generar la adición de la 
cola de poli histidina.  

 

 Temperatura tiempo 

Desnaturación inicial 98°C 30 s 

Desnaturación 98°C 10 s 

Apareamiento 46°C 30 s 

Elongación 72°C 1 min 

Desnaturación 98°C 10 s 

Apareamiento 62°C 30 s 

Elongación 72°C 1 min 

Elongación final 72°C 5 min 

 

A partir del cDNA de Trichoderma reseei, el gen de Swollenina se amplificó bajo 

las condiciones indicadas y se ligó al vector clonamiento pGEM-T easy. Se 

transformó E. coli qTOP10 con el producto de ligación. El sistema pGEM-T easy 

permite la selección de colonias blancas y azules mediante complementación de 

la beta-galactosidasa por lo tanto se seleccionaron las colonias blancas y con el 

kit  GeneJET Plasmid Miniprep (Thermo Scientific)31 se extrajeron los vectores 

pGEMT_Swo_f4.6, pGEMT_Swo_m2.25. A partir de dichos vectores se 

obtuvieron los fragmentos de interés mediante cortes del vector con las enzimas 

de restricción AvrII y NotI, el fragmento completo se ligó al vector de expresión 

pPIC 3.5K y el fragmento maduro se ligó al vector pPIC 9K con los cuales se 

transformó E. coli qTOP10. Se seleccionaron las colonias transformantes 
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mediante PCR de colonias con los partidores específicos para cada fragmento 

(Tabla 6) y nuevamente con el kit  GeneJET Plasmid Miniprep (Thermo 

Scientific)31 se extrajeron los vectores pPIC_Swo_f4.6_28 y pPIC_Swo_m2.25_14.  

El gen de Xilanasa, proveniente del hongo Gloeophyllum trabeum, se encontraba 

en el vector pGEM-T easy resultado del trabajo de tesis realizado en el 

laboratorio por el alumno Javier Devia, por lo tanto se siguió el mismo 

procedimiento que con Swollenina, se utilizaron las enzimas de restricción AvrII, 

BamHI, EcoRI, y el fragmento maduro se ligó al vector pPIC9K resultando el 

vector de nombre Xyl_GH10-pPIC9Kc15. 

Se transformó la levadura metilotrófica Pichia pastoris KM71 (kit Multi-Copy 

Pichia Expression de Invitrogen)26 con las construcciones pPIC_Swo_f4.6_28, 

pPIC_Swo_m2.25_14 para Swollenina y Xyl_GH10-pPIC9Kc15 para Xilanasa, 

todos linealizados con la enzima de restricción SalI. Las células transformadas 

fueron sembradas en placas con medio de selección deficiente de histidina RBD 

(Tabla 3), y se incubaron a 30°C hasta la aparición de colonias. Este paso 

permitió la primera selección de células transformantes mediante 

complementación de la mutación en el gen de la histidinol deshidrogenasa. 

Luego, las células fueron cambiadas al segundo medio de selección YPD (Tabla 3) 

con concentraciones de geneticina de 0; 0,25; 0,5; 0,75; 1; 1,5; 2 mg/mL y se 

eligieron los clones que fueron capaces de crecer en altas concentraciones del 

antibiótico. 

Los distintos clones transformantes fueron corroborados mediante PCR, con 

partidores para el gen de la alcohol oxidasa 1 (AOX1) o con los partidores 
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específicos para cada gen (Tabla 6).  Para ello se realizó una extracción de DNA 

genómico con el kit Wizard® Genomic DNA Purification (Promega). 

Todas las construcciones anteriormente mencionadas junto con la amplificación 

a partir del DNA genómico de los clones transformantes positivos de P. pastoris 

fueron enviados a secuenciar con el fin de corroborar que las secuencias fuesen 

las correctas. 

 

3.2.3 Inducción de la expresión de GtXYL1 y TrSWO 

Una vez corroborados los clones positivos se procede a realizar la inducción de 

las proteínas recombinantes. Para ello se comenzó con un preinóculo de P. 

pastoris transformada crecido en medio líquido YPD (Tabla 3) que se dejó crecer 

durante la noche. Al día siguiente 1 L de medio complejo glicerol mínimo 

tamponado BMGY (Tabla 3) se inoculó y las células se dejaron crecer hasta 

alcanzar la fase exponencial. Luego son cambiadas a 200 mL de medio complejo 

metanol mínimo tamponado  BMMY (Tabla 3) para realizar la inducción con 

metanol. Se evaluaron las condiciones de inducción sobre P. pastoris a distintas 

concentraciones de metanol, temperaturas e intervalos de tiempo. Las 

condiciones son: concentraciones de metanol entre 0,5 – 1,5%, temperatura 

entre 20° – 30°C y los intervalos de tiempo de toma de muestra fueron 0, 24, 48, 

72, 96 y 120 h. Como control se utilizó a P. pastoris transformada con los 

vectores pPIC 3.5 K y 9K sin el inserto26.  
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Alícuotas de 1mL fueron recolectadas cada 24h para verificar si la inducción fue 

exitosa mediante ensayos de actividad y electroforesis de geles en condiciones 

desnaturantes.  

 

3.2.4 Ensayo de actividad xilanásica 

Rutinariamente los ensayos de actividad se realizan según el siguiente protocolo: 

todos se efectúan en una proporción de 25% enzima y 75% sustrato, en una 

placa de 96 pocillos. A 60 µL de xilano 1% en amortiguador citrato 50 mM pH 5 

se le agregan 20 µL de enzima a la concentración deseada y se dejan reaccionar 

a 50°C por 10 min, como blanco no enzimático se reemplazan los 20 µL de 

enzima por amortiguador citrato 50 mM pH 5,3. Luego para determinar la 

cantidad de azúcares reductores liberados se utiliza el método de DNS32, en el 

cual se agrega ácido 3,5-dinitrosalicílico (DNS) en una proporción 1 : 1 y se 

calienta a 100°C por 10 min, a continuación 100 µL de las muestras se traspasan 

a una placa transparente de 96 para leer en un lector de placas su absorbancia a 

550 nm. Las lecturas resultantes se comparan con una curva estándar realizada 

con distintas concentraciones de  glucosa que va desde los 1,88 a 0,24 mg/mL. 

Para calcular actividad se define una unidad [U] como la cantidad de enzima que 

produce 1 µmol de glucosa equivalente por minuto bajo las condiciones de 

ensayo.  Actividad se expresó como unidades por mL de reacción [U/mL] y 

actividad específica se expresó como  unidades por mg de proteína [U/mg].  
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3.2.5 Gel desnaturante de proteínas 

Para fines de verificación de varios procedimientos como la inducción o 

purificación de proteínas se realizaron rutinariamente electroforesis de geles de 

poliacrilamida al 12,5% en condiciones desnaturantes a 200 V por 45 min. Los 

geles se tiñeron con Azul de Coomassie y/o con nitrato de plata  dependiendo de 

la cantidad de proteínas cargadas inicialmente en el gel33. Cuando fue necesario 

se utilizó el método de tinción con plata debido más sensible por lo que permite 

detectar bandas de proteína en bajas concentraciones34.  

 

3.2.6 Concentración de proteínas 

Las proteínas del sobrenadante fueron concentradas por ultrafiltración en 

centricon (Vivaspin 20 VS2001) o concentrador tangencial (Amicon stirred 

ultrafiltration cell 8200) según las indicaciones del fabricante. 

 

3.2.7 Purificación de proteínas 

La purificación de xilanasa se realizó por cromatografía de intercambio aniónico 

(AEC) con una columna de Q-sepharose de 20 mL. Se efectuó una gradiente de 

cero a 1 M de NaCl  con 10 volúmenes de columna en amortiguador Tris-HCl 20 

mM a pH 7. 

La purificación de Swollenina se realizó por cromatografía de afinidad con 

metales inmovilizados (IMAC) con una columna de Níquel – ácido 

nitrilotriacetico (Ni-NTA) de 2 mL. Se efectuó una gradiente de 20 mM a 250 mM 
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de imidazol  con 20 volúmenes de columna en amortiguador fosfato 20 mM a pH 

8 con NaCl 500 mM. Debido a que no fue posible purificar mediante IMAC se 

ejecutó el mismo procedimiento AEC que se hizo con xilanasa. 

Ambos procedimientos se llevaron a cabo en un equipo AKTA-FPLC. 

 

3.2.8 Caracterización de GtXYL1 

La caracterización de GtXYL1 se llevó a cabo con los métodos que se describen a 

continuación: 

 

3.2.8.1 Zimograma 

Se realizó un gel de proteínas en condiciones nativas al 10% de poliacrilamida 

reemplazando la porción de agua por xilano de haya quedando al 0,4% final.  

Todos los pasos previos al ensayo de actividad a 50°C se realizaron en frío. Se 

cargan dos geles, para realizar el experimento en duplicado, con GtXYL1 

purificada y BSA como proteína control.  

La corrida se hizo a 200 V por 45 min en frío. Una vez terminada se lavan los 

geles con Tritón X-100 2,5% por 30 min con agitación suave, este paso se ejecutó 

2 veces y luego se lavó con agua desionizada  por 5 min con agitación. 

Se quitó el agua para agregar amortiguador citrato 50mM pH5 e incubar por 10 

min. Se cambió el amortiguador y se incubó a 50°C por 45 min. 
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Inmediatamente se realizaron 4 lavados de 10 min cada uno con agua 

desionizada en agitación. 

Un gel fue teñido con Rojo Congo al 0,1% por 20 min y en seguida se lavó con 

NaCl 1M hasta observar bandas traslúcidas. 

El otro gel fue teñido con Azul de Coomassie y luego con nitrato de plata. 

 

3.2.8.2 Ensayo de actividad a distintas temperaturas 

Al igual que los ensayos anteriores, se llevan a cabo en una proporción de 25% 

enzima y 75% sustrato a distintas temperaturas, las cuales van de 10 en 10 

grados Celsius desde los 40°C a los 100°C. En un tubo eppendorf de 1,5 mL a 900 

µL de xilano 1% en amortiguador citrato 50 mM pH 5,3 se le agregan 300 µL de 

enzima a 4 ng/mL y se dejan reaccionar a la temperatura deseada por una hora 

tomando alícuotas cada 5 min, como blanco no enzimático se utiliza 

amortiguador citrato 50 mM pH 5,3.  Luego para determinar la cantidad de 

azúcares reductores liberados en una placa de 96 pocillos a 80 µL de muestra se 

le agregan 80 µL de DNS y se calienta a 100°C por 10 min. A continuación 100 µL 

de las muestras se traspasan a una placa transparente de 96 pocillos para leer en 

un lector de placas su absorbancia a 550 nm, las lecturas resultantes se 

comparan con la curva estándar de glucosa.  

 

3.2.8.3 Ensayo de actividad con disitintos amortiguadores 

En este ensayo se prueban los amortiguadores acetato 50 mM pH 5, citrato 50 

mM pH 5 y 6, fosfato 50 mM pH6, Tris-HCl 20 mM pH7. Para adecuarse a 
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reacciones con sustratos en diferentes amortiguadores el sustrato tiene una 

preparación distinta. Éste se prepara añadiendo amortiguador 4 veces 

concentrado al xilano 1,33% disuelto en agua quedando finalmente al 1% al pH 

deseado.  

El ensayo de actividad se realiza de igual forma que la sección 3.2.4 con el 

amortiguador que se desea evaluar. 

 

3.2.8.3 Ensayo de actividad a distintos pH 

En este ensayo se prueban los pH 3; 4; 4,5; 5; 5,3; 6; 6,5; 7; 8. Para realizar las 

reacciones con sustratos a varios pH diferentes el sustrato se prepara añadiendo 

amortiguador 4 veces concentrado al xilano 1,33% disuelto en agua quedando 

finalmente al 1% al pH deseado. Para cubrir el rango de pH de 3 a 8 se utilizaron 

dos amortiguadores, citrato 50 mM para el rango de 3 a 6,5 y Tris-HCl 20 mM 

para el rango 7 y 8.  

El resto del ensayo prosigue de la misma forma que los anteriormente 

realizados, con una proporción de 25% enzima y 75% sustrato. En una placa de 

96 pocillos a 60 µL de xilano 1 % un pH determinado se le agrega 20 µL de 

enzima a una concentración de 40 ng/mL y se dejan reaccionar a 50°C por 10 

min, como blanco no enzimático se utiliza amortiguador citrato 50 mM pH 5. 

Una vez terminados los ensayos se les agregan 10 µL de amortiguador citrato 

500 mM pH 5,3 con el fin de realizar todas las lecturas al mismo pH, porque el 

reactivo DNS se ve afectado por el pH. Para la determinación de azúcares 

reductores se procede de igual forma que los ensayos anteriores. 
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3.2.8.4 Ensayo de actividad a distintas concentraciones de ion calcio 

El ensayo de actividad se realiza a las mismas condiciones anteriores 

adicionando a la reacción distintas concentraciones de CaCl2 de 0, 10, 70 y 100 

mM. En este ensayo para proporcionar el CaCl2 a la reacción la dilución de la 

enzima se realiza en amortiguador citrato 200 mM pH5 mas CaCl2 4 veces 

concentrado.  En una placa de 96 pocillos a 60 µL de xilano 1% en amortiguador 

citrato 50 mM pH5 se le agregan 20 µL de enzima + CaCl2 y se dejan reaccionar a 

50°C por 10 min, como blanco no enzimático se reemplazan los 20 µL de enzima 

por amortiguador citrato 50 mM pH5. Para la determinación de azúcares 

reductores se procede de igual forma que los ensayos anteriores mediante el 

método de DNS. 

 

3.2.8.5 Termoestabilidad 

La termoestabilidad de la xilanasa se determinó mediante preincubación de la 

proteína  a las temperaturas de 50°C u 80°C y midiendo la actividad residual a 

diferentes tiempo de preincubación. Para determinar la actividad residual a 50°C 

de la enzima a una concentración de 4 µg/mL se incubó en amortiguador citrato 

de sodio 50 mM pH 5 por hasta 17 días tomándose alícuotas cada cierto tiempo 

y midiendo su actividad sobre xilano 1% a pH 5 a 50°C por 10 min. Para 

comparar se realizó el mismo experimento con xilanasa comercial pura del 

hongo termófilo Thermomyces lanuginosus35. 

En el caso de la actividad a 80°C la enzima a una concentración de 4 μg/mL se 

incubó amortiguador citrato de sodio 50 mM pH 5 por 60 min tomándose 
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alícuotas cada 5 min y midiendo su actividad sobre xilano 1% a pH 5 a 50°C por 

10 min al igual que en los ensayos de actividad anteriores.  

 

3.2.8.6 Tratamiento con Péptido N-Glicosidasa F (PNGasa F) 

A 20 µg de proteína se le trató con la enzima PNGase F (New England biolabs) 

según las indicaciones del fabricante36. 

Para analizar los resultados se cargó 1 µg de proteína en un gel de proteínas en 

condiciones desnaturantes, descrito en la sección 3.2.5. 

 

3.2.8.7 Hidrólisis paja de trigo 

La paja de trigo que se utilizó fue previamente picada, tamizada a 500 µm y 

pretratada con NaOH al 10%37. La hidrólisis se realizó con paja de trigo al 1% 

(p/v) en amortiguador citrato 50 mM pH 5 con distintas concentraciones de 

Celluclast® 1.5L. Por cada concentración se realizaron dos reacciones, una 

adicionando GtXYL1 y otra adicionando BSA como proteína inerte para mantener 

la misma concentración de proteínas final.  Se toman muestras cada 24 h hasta 

las 96 h, para medir la liberación de azúcares. Azúcares reductores se miden al 

igual que los ensayos de actividad anteriores con DNS, la xilosa se mide con el kit 

D-xylose assay (Megazyme) y la glucosa se mide con el kit GLUC-PAP (Randox) 

según las indicaciones de los fabricantes. Azúcares reductores, glucosa y xilano 

liberados se presentan como mmoles por mg de proteína en la reacción. 
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Tabla 11. Hidrólisis paja de trigo con Celluclast® 1.5L y GtXYL1. Concentraciones de Celluclast® 

1.5L y GtXYL1 utilizadas para la hidrólisis de paja de trigo al 1% en amortiguador citrato 50 mM 
pH 5. Porcentaje de adición de GtXYL1 a Celluclast® 1.5L. 

 

 

IV. RESULTADOS 

4.1 Producción recombinante de xilanasa y de Swollenina 

Para lograr realizar la producción recombinante se diseñó una estrategia de 

clonamiento obteniéndose los resultados que se muestran a continuación.  

 

4.1.1 Diseño de partidores específicos para el gen Trswo 

Al momento de diseñar los partidores además de considerar la homología con el 

templado se consideraron otros aspectos importantes para obtener proteínas 

recombinantes de forma exitosa.  Uno de ellos fue la adición de sitios de 

enzimas de restricción para poder ligar el gen a los vectores de expresión 

pPIC3.5K y pPIC9K. Con Trswo se utilizan las enzimas AvrII y NotI, con Gtxyl1 se 

utilizan las enzimas AvrII, BamHI y EcoRI.  

Celluclast® [μg/mL] 3,66 3,25 2,84 2,4 2,03 1,63 1,22 0,8 0,4 0 

GtXYL1 [μg/mL] 1 0 2 0 3 0 4 0 5 0 6 0 7 0 8 0 9 0 10 0 

% Adición 27 61 107 167 250 375 583 1000 2250 - 
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Otro aspecto importante es que para proteínas recombinantes que son 

secretadas se debe probar qué péptido señal de exportación es el que funciona 

mejor para la secreción de la proteína, si el péptido señal del organismo 

hospedero que producirá la proteína o el péptido señal del organismo de donde 

proviene la proteína. Por lo tanto se diseñó un partidor directo sin señal de 

exportación para utilizar la de Saccharomyces cerevisiae contenida en el vector 

de expresión pPIC9K y otro con la señal de exportación propia del hongo de 

donde proviene el gen, al cual se le denominó partidor completo debido a que  

se considera la secuencia completa del gen. Además a este partidor se le añadió 

el codón TCT porque es un codón de preferencia en P. pastoris28. 

Por último en el caso de Trswo el partidor reverso contempla la secuencia de 

una cola de polihistidina para que se añada en extremo amino terminal de la 

proteína y así simplificar la detección y purificación. 

 

4.1.2 Clonamiento  de los genes Trswo y Gtxyl1 

La estrategia de clonamiento se llevó a cabo en varias etapas que se detallan en 

el esquema de la Figura 9. De ella se obtienen las construcciones pGEM-T easy 

con gen de TrSWO madura (pGEMT_Swo_m2.25), pGEM-T easy con gen de 

TrSWO completa (pGEMT_Swo_f4.6), pPIC9K con gen de TrSWO madura 

(pPIC_Swo_m2.25_14), pPIC3.5K con gen de TrSWO completa 

(pPIC_Swo_f4.6_28), pPIC9K con gen de GtXYL1 madura (Xyl_GH10-pPIC9Kc15). 

Como resultado final se obtienen clones transformantes de P. pastoris 

resistentes a 2mg/mL de geneticina.  
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Figura 9. Esquema de la estrategia de clonamiento de ambos genes.  Detalle de la estrategia 
con las distintas construcciones obtenidas en cada etapa. Con Gtxyl1 se trabaja a partir de 
pGEM-T que anteriormente se clonó con la misma estrategia que se utilizó con Trswo. 

 

Todas las construcciones anteriormente mencionadas junto con la amplificación 

a partir del DNA genómico de los clones transformantes positivos de P. pastoris 

fueron enviados a secuenciar. Las secuencias obtenidas se tradujeron a proteína 

y se ejecutó el alineamiento de todas las etapas del clonamiento realizado junto 

con la secuencia nativa de cada proteína. En la Figura 10 se muestra el 

alineamiento de las etapas del clonamiento de Trswo y en la Figura 11 se 

muestra el alineamiento de las etapas del clonamiento de Gtxyl1 
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Figura 10. Alineamiento de las construcciones resultantes de las etapas de clonamiento de 
Trswo.  A. Dominios de Swollenina nativa XP_006969225.1: dominio de unión a celulosa (CBM) 
en color azul, dominio Expansina/alérgeno DPBB en color naranjo y dominio Expansina C-
terminal tipo CBM en color morado. B. Alineamiento múltiple ClustalW en orden descendente 
de: Swollenina nativa XP_006969225.1 que incluye su péptido señal de exportación (los 
primeros 23 aminoácidos), pGEMT_Swo_f4.6, pPIC _Swo_f4.6_28 (zona directa), P. Pastoris 
transformante (Swo_Pichia_f1.1). Se destacan los dominios de la proteína en colores 
correlativos a A., además el recuadro rojo resalta la cola de polihistidina.  

 

En el alineamiento de las secuencias de las construcciones resultantes de las 

etapas del clonamiento de Trswo se destaca la integridad de la secuencia en 

todas las construcciones, no hay mutaciones que resulten en un cambio en el 

marco de lectura, los dominios catalíticos se encuentran conservados y se 

      Dom. Expansina/alérgeno DPBB   

B 

A 
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observa la cola de polihistidina en el clon P. pastoris transformante (recuadro 

rojo). 

 

 

Figura 11. Alineamiento de las construcciones resultantes de las etapas de clonamiento de 

Gtxyl1. A. Xilanasa nativa AFR33046.1 posee el dominio catalítico de las glicosil hidrolasa de la 

familia 10 (GH10). B. Alineamiento múltiple ClustalW en orden descendente de: P. Pastoris 

transformante (PPXil2.1_AOX1), Xyl_GH10-pPIC9Kc15, xilanasa nativa AFR33046.1 que incluye 

su péptido señal de exportación (los primeros 18 aminoácidos). Se destacan el dominio 

catalítico GH10 en v y los aminoácidos catalíticos ácido glutámico en estrellas azules. 

 

En el alineamiento de las secuencias de las construcciones resultantes de las 

etapas del clonamiento de Gtxyl1 las secuencias no presentan mutaciones 

importantes que cambien su marco de lectura. Pero se ven diferencias en los 

primeros aminoácidos de la secuencia de GtXYL1 de P. Pastoris transformante, 

que incluyen 8 aminoácidos del dominio catalítico con respecto a la secuencia de 

la proteína nativa y la traducción de la construcción Xyl_GH10-pPIC9Kc15. 

A   Dominio catalítico GH10 

B 
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4.1.3 Inducción de expresión de GtXYL1 y TrSWO en Pichia pastoris  

Se realizó la inducción de la expresión de cada una de las proteínas 

recombinantes, las condiciones para TrSWO fueron 0,5% de metanol a 28°C por 

4 días y para GtXYL1 fueron 1% de metanol a 28°C por 3 días. Para ambas 

proteínas la inducción fue exitosa y con un comportamiento muy similar. En la 

Figura 12 se muestra la inducción de TrSWO, en donde se observa que a las 24 

horas de inducción aparece una banda muy marcada a los 48 kDa 

aproximadamente y que se mantiene hasta el tercer día de inducción. Al 

comparar con el carril del control no se observa ninguna banda con un peso 

molecular similar, lo cual confirma que la banda predominante de 48 kDa 

corresponde a TrSWO. La concentración de TrSWO obtenida luego de tres días 

de inducción es de 0,24 g/L de cultivo y con el control se obtienen 0,04 g/L de 

cultivo.  

 

 

 

 

Figura 12. Inducción de la expresión de 
TrSWO. Proteínas del sobrenadante de P. 
pastoris resultantes de la inducción de TrSWO. 
La inducción se realizó a 28°C con metanol 
0,5% durante 3 días tomándose alícuotas cada 
día. Como control se utiliza a Pichia pastoris 
transformada con el vector parental. Con 
flecha roja se indica a TrSWO. Gel 
desnaturante de poliacrilamida al 10% con 
tinción plata. Se cargó un 1 µg de proteína 
total. 
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Por otra parte en la Figura 13 se muestra la inducción de GtXYL1, que presenta 

una tendencia muy similar, en donde también se observa que a las 24 horas de 

inducción aparece una banda muy marcada a los 42 kDa aproximadamente y 

que se mantiene hasta el tercer día de inducción. Al comparar con el carril del 

control no se observa ninguna banda con un peso molecular similar lo cual 

también confirma que la banda predominante de 42 kDa corresponde a la 

proteína recombinante GtXYL1. La concentración de GtXYL1 obtenida luego de 

tres días de inducción es de 0,22 g/L de cultivo, con el control se obtienen 0,04 

g/L de cultivo. 

 

  

 

Figura 13. Inducción de la expresión de GtXYL1. 
Proteínas del sobrenadante de P. pastoris 
resultantes de la inducción de GtXYL1. La 
inducción se realizó a 28°C con metanol 1% 
durante 4 días tomándose alícuotas de cada día. 
Como control se utiliza a Pichia pastoris 
transformada con el vector parental. Con flecha 
roja se indica a GtXYL1. Gel desnaturante de 
poliacrilamida al 12,5% con tinción plata. Se 
cargó 1 µg de proteína total. 
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4.2 Determinación de las mejores condiciones de inducción de 

la expresión para optimizar la producción de TrSWO y GtXYL1 

en Pichia pastoris.    

Para determinar la mejores condiciones de inducción se probaron tres 

concentraciones de metanol (0,5%, 1% y 1,5%)  y tres temperaturas (20°, 25° y 

30°C) con las nueve combinaciones posibles durante 5 días. Se tomaron 

alícuotas cada día las que se analizaron por electroforesis en geles 

desnaturantes de poliacrilamida al 12,5%.  

 

Figura 14. Proteínas resultantes de la inducción de la expresión de TrSWO en Pichia pastoris 

La inducción se realizó con metanol 0,5%, a 20°C y 25°C, los tiempos (t) indican días de 

inducción y como control se utiliza a Pichia pastoris transformada con el vector parental 

digerido con la enzima de restricción Sal I. Con flecha roja se indica a TrSWO. Gel desnaturante 

de poliacrilamida al 12,5% con tinción plata. Volumen de muestra cargado es 15 µL. 
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Para el caso de TrSWO al comparar los geles desnaturantes con las distintas 

condiciones, no se observan grandes diferencias entre diferentes combinaciones 

testeadas pero como se observa en la Figura 14, en la combinación 0,5% de 

metanol a 20°C se nota un leve aumento en la producción de la proteína 

recombinante, por lo que se decidió trabajar bajo esas condiciones para 

producirla en siguientes inducciones. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 15. Proteínas resultantes de la inducción de la expresión de GtXYL1 en Pichia pastoris. 

La inducción con metanol 0,5% a 20°C y 25°C, d indican días de inducción y como control se 

utiliza a Pichia pastoris transformada con el vector parental digerido con la enzima de 

restricción Sal I. Con flecha roja se señala a GtXYL1. Gel desnaturante de poliacrilamida al 12,5% 

con tinción Azul de Coomassie. Volumen muestra cargado es 15 µL. 

 
Al comparar los geles desnaturantes en el caso de GtXYL1 se observa que 0,5% 

de metanol a cualquiera de las tres temperaturas se obtiene la menor 

producción de proteína xilanasa recombinante y como se observa en la Figura 15 

la mayor producción se logra con 1% de metanol a 25°C. Dichos resultados 

también se corroboran con los ensayos de actividad realizados a las alícuotas de 

sobrenadantes tomadas diariamente. 
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4.3 Purificación y caracterización de las proteínas obtenidas  

A partir del sobrenadante de inducción de producción recombinante, ambas 

proteínas fueron purificadas obteniéndose los resultados que aquí se presentan. 

 

4.3.1 Cromatografía de afinidad con metales inmovilizados (IMAC) de 

inducción de TrSWO  

Con una columna de Níquel – ácido nitrilotriacetico (Ni-NTA) de 2 mL se efectuó 

una gradiente de 20 mM a 250 mM de imidazol  con 20 volúmenes de columna 

en amortiguador fosfato 20 mM a pH 8 con NaCl 500 mM. 

Con esta cromatografía no se retuvo ninguna proteína en la columna (Anexo 

Figura 33) por lo tanto se procedió a purificar con Cromatografía de intercambio 

aniónico (AEC). 

 

4.3.2 Cromatografía de intercambio aniónico (AEC) de la inducción de 

TrSWO 

Con una columna de Q-sepharose de 20 mL se efectuó una gradiente de 0 a 1 M 

de NaCl  con 10 volúmenes de columna en amortiguador Tris-HCl 20 mM a pH 7. 

En el cromatograma de la Figura 16 se observan 5 peaks importantes, el primero 

bastante considerable de proteínas que no se unieron a la columna en el 

momento de la carga. Se realizó una electroforesis, que se muestra en gel 

desnaturante de la Figura 17, de las distintas fracciones y es posible observar 
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una banda de aproximadamente 48 kDa en las fracciones 47, 49 y 51, que 

corresponde a TrSWO. Al relacionar la electroforesis (Figura 17) con el 

cromatograma (Figura 16) se puede aseverar que la proteína de interés 

comienza a eluir a una conductividad de 16,58 mS/cm y su peak se ve 

enmascarado entre dos peaks que denotan la gran cantidad de proteínas que 

coeluyen con TrSWO. 

 

 

Figura 16. Separación de TrSWO desde el sobrenadante de P. pastoris mediante AEC. Se 
efectuó una gradiente de 0 a 1 M de NaCl  con 10 volúmenes de columna en amortiguador Tris-
HCl 20 mM a pH 7. En azul se muestra absorbancia a 280 nm con su escala en el eje principal y 
en amarillo la gradiente de sal presentada como conductividad con su escala en el eje 
secundario. En rojo se delimitan las fracciones que presentan TrSWO. Se numeran los 5 peaks 
relevantes en este perfil cromatográfico. 
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Figura 17. Análisis electroforético de las proteínas contenidas en las fracciones obtenidas de 
la cromatografía AEC de TrSWO. Se muestra de izquierda a derecha estándar de peso 
molecular (en kDa), fracciones 41, 43, 45, 47, estándar de peso molecular (en kDa), fracciones 
49, 51, 53, 55. En rojo se demarcan las fracciones donde se encuentra TrSWO y con flecha roja 
se indica la banda que corresponde a TrSWO. Gel de poliacrilamida al 12,5% con tinción plata. 
Volumen de muestra cargado es 15 µL. 

 

4.3.3 Cromatografía de intercambio aniónico de inducción de GtXYL1 

Con una columna de Q-sepharose de 20 mL se ejecutó una gradiente de 0 a 1 M 

de NaCl  con 10 volúmenes de columna en amortiguador Tris-HCl 20 mM a pH 7. 

En el cromatograma de la Figura 18 se observan 5 peaks importantes, de los 

cuales el primero corresponde a las proteínas no retenidas en la columna 

durante la carga y el último a las proteínas fuertemente unidas a la columna, 

que eluyen a alta concentración de NaCl. Al relacionar la actividad xilanasa de las 

fracciones con la absorbancia a 280 nm se determina que la proteína de interés 
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comienza a eluir a una conductividad de 15,76 mS/cm y se encuentra contenida 

en el tercer peak.  

 

 

Figura 18. Separación de GtXYL1 desde el sobrenadante de P. pastoris mediante AEC. Se 

efectuó una gradiente de 0 a 1 M de NaCl  con 10 volúmenes de columna en amortiguador Tris-

HCl 20 mM a pH 7. En azul se muestra absorbancia a 280 nm con su escala en el eje principal 

(izquierda), en amarillo la gradiente de NaCl presentada como conductividad con su escala en 

el eje secundario (a la derecha) y en rojo se muestra la actividad xilanasa con su escala en el eje 

primario. Se numeran los 5 peaks relevantes en este perfil cromatográfico. 

 

Además, se realizó una electroforesis en gel desnaturante de las fracciones de la 

cromatografía, cuyo resultado se muestra la Figura 19.  En esta corrida de 

cromatografía es posible observar una única banda de aproximadamente 42 kDa 
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en las fracciones 40, 44, 46, 48, 50, 54, que son las mismas fracciones en que se 

concentra la actividad xilanasa. Este resultado permite aseverar que se trata de 

la proteína de 42 kDa es GtXYL1 y que se encuentra bastante pura. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 19. Análisis electroforético de las proteínas contenidas en las fracciones obtenidas de 

la cromatografía AEC de GtXYL1. Se muestra de izquierda a derecha estándar de peso 

molecular (L, en kDa), la muestra de proteínas totales cargadas en la cromatografía (carga), la 

fracción de proteínas no retenidas en la columna después de la cromatografía, las fracciones 

16, 20, 26, 34, 38, 40, 44, 46, 48, 50, 54 y 56. P1, P2 y P3 corresponden a los peak 1, 2 y 3 del 

perfil cromatográfico. Con flecha roja se indica a GtXYL1. Gel de poliacrilamida al 12,5% en 

condiciones desnaturantes con tinción Azul de Coomassie. Volumen de muestra cargado 15 µL. 

 
Luego de terminado el proceso de purificación para GtXYL1 se observa que hay 

una recuperación de un 24% de las unidades totales y un factor de  purificación 

de 0,545. Al momento de concentrar la proteína se pierde gran parte de la 

producción, de 158 mg de proteínas iniciales sólo se recuperan 3,859 mg. Como 

resultado final de la purificación se obtienen 0,71 mg de proteína.  
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4.3.4 Zimograma de  GtXYL1 

Como el tamaño teórico esperado para GtXYL1 es de 38 kDa se hizo un 

zimograma para comprobar que la banda de 42kDa corresponde a GtXYL1. Se 

realizaron zimogramas en duplicado: un gel se tiñó con Rojo Congo y el otro con 

nitrato de plata. En el zimograma con tinción Rojo Congo (Figura 20 A) se puede 

apreciar un halo de degradación de xilano en el carril donde fue cargada la 

proteína GtXYL1 purificada. Dicho halo se ve perfectamente delimitado en la 

zona inferior a los 40 kDa aproximadamente, en donde se encuentra  GtXYL1, lo 

cual se corroboró con el duplicado teñido con plata (Figura 20 B). El control 

negativo (BSA), como es de esperar, no presentó un halo de degradación de 

xilano. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 20. Zimograma con tinción Rojo Congo (A) y tinción plata (B) de GtXYL1 purificada. 
Ambos geles son de poliacrilamida al 10% y xilano al 0,4%. Orden de carga de izquierda a 
derecha se encuentran: BSA como control negativo, estándar de peso molecular (L, en kDa) y 
GtXYL1 purificada. Con flechas azul y roja se indica a GtXYL1.  El gel con tinción Rojo Congo fue 
modificado con el programa PAINT.NET con el fin de mostrar más contraste, original en Anexo 
Figura 37. 
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4.3.5 Caracterización de GtXYL1 

Para realizar la caracterización, la enzima fue evaluada bajo diversas condiciones 

que son detalladas en esta sección.  

 

4.3.5.1 Determinación de las condiciones de reacción de GtXYL1 

Se realizó la reacción enzimática con GtXYL1 sobre xilano 1% a pH 5,3 a seis 

temperaturas de reacción 50°, 60°, 70°, 80°, 90° y 100° C por 50 min, tomando 

alícuotas cada 5 min con el fin de realizar una curva de progreso de la reacción. 

En la Figura 21 se observa que todas las temperaturas ensayadas la enzima 

presenta actividad xilanásica y va en aumento hasta los 80°C donde se alcanza el 

máximo que luego cae abruptamente a partir de los 90°C. Además se establece 

que el tiempo para determinar temperatura óptima de la enzima es 10 min. 

t ie m p o  [m in ]

A
z

. 
r
e

d
. 

[m
g

/m
L

]

0 1 0 2 0 3 0 4 0 5 0 6 0

0 .0

0 .5

1 .0

1 .5

2 .0

2 .5

3 .0

3 .5

5 0 °C

6 0 °C

7 0 °C

8 0 °C

9 0 °C

1 0 0 °C

 
Figura 21. Curva de progreso de la reacción enzimática de GtXYL1 a distintas temperaturas 
con xilano 1% en amortiguador citrato de sodio pH 5,3. Cada reacción fue realizada en 
triplicado y se muestra la desviación estándar. 
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4.3.5.2 Temperatura óptima 

A partir de los datos obtenidos de la sección 4.3.5.1 se hizo el cálculo de 

pendiente para calcular la velocidad inicial de cada temperatura a los 10 min de 

reacción. En la Figura 22 se obteniene que a pH 5.3 a los 10 min de reacción la 

temperatura óptima es 80°C. 

 

Figura 22. Temperatura óptima de la reacción enzimática de GtXYL1 a los 10 min de reacción. 
Con xilano 1% en amortiguador citrato de sodio pH 5.3.  

 

4.3.5.3 Efecto de distintos amortiguadores sobre GtXYL1 

Se evaluó el efecto de los amortiguadores acetato 50 mM pH 5, citrato 50 mM 

pH 5 y 6, fosfato 50 mM pH6, Tris-HCl 20 mM pH7 sobre GtXYL1 para elegir los 

amortiguadores que se utilizaron en el ensayo de actividad a distintos pH.  
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Figura 23. Actividad de GtXYL1 en diferentes amortiguadores. Ensayo de actividad de GtXYL1 
en xilano 1% en los amortiguadores acetato 50 mM pH 5, citrato 50 mM pH 5 y 6, fosfato 50 
mM pH6, Tris-HCl 20 mM pH7 a 50°C por 15 min. Cada condición fue realizada en triplicado y se 
muestra la desviación estándar. 

 

En la Figura 23 se aprecia que la enzima tiene un comportamiento similar en los 

amortiguadores acetato, citrato y tris. Si se observa el comportamiento a pH 6 

con los amortiguadores citrato y fosfato, la actividad de la enzima es la mitad en 

amortiguador fosfato. 

 

4.3.5.4 pH óptimo 

Para determinar el pH óptimo la reacción enzimática con GtXYL1 se hizo sobre 

sustrato xilano 1% con nueve pHs de reacción diferentes,  3, 4, 4.5, 5, 5.3, 6, 6.5, 

7, 8  por 10 min. Los resultados se informan en actividad relativa, que consiste 

en tomar como 100% de actividad el pH que presenta mayor actividad y se 

graficaron en la Figura 24 donde se aprecia que el pH óptimo para la reacción es 

pH 5. 
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Figura 24. pH óptimo de la reacción enzimática de GtXYL1 con xilano 1% a 50°C por 10 min. 
Cada reacción a distintos pH fue realizada en triplicado y se muestra la desviación estándar. 

 

4.3.5.5 Efecto ión calcio añadido a la reacción enzimática de GtXYL1 

Se realizó la reacción enzimática con GtXYL1 en xilano 1% en amortiguador 

citrato pH5 a 50°C agregando diferentes concentraciones de CaCl2: 0, 1, 10, 70 y 

100 mM, durante 10 min.  

 
Figura 25. Efecto del ion Ca2+ añadido en la reacción enzimática de GtXYL1. Sobre xilano 1% en 
amortiguador citrato pH 5 a 50°C por 10 min. Reacción sin calcio añadido se considera 100% 
actividad. Cada condición fue realizada en triplicado y se muestra la desviación estándar. 
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El ion calcio tiene un efecto positivo sobre la actividad de GtXYL1, como se 

aprecia en la Figura 25, a medida que aumenta la concentración de calcio 

añadido aumenta la actividad de la enzima. Los resultados se informan en 

actividad relativa y se considera como 100% de actividad la condición sin calcio 

añadido. Con la adición de 1 mM de CaCl2 a la reacción la actividad aumenta en 

un 53% más, con 10 mM en un 56%, con 70 mM en un 79% y con 100 mM en un 

94%. El aumento no es un aumento directamente proporcional a la 

concentración de calcio ya que al comparar 1 mM con 100 mM de CaCl2, al 

agregar 100 veces más de calcio la actividad aumentó de 153% a 194%, por lo 

tanto no se necesitan altas concentraciones de calcio para que se ejerza un 

efecto considerable sobre la enzima 

 

4.3.5.6 Termoestabilidad a 50°C 

Se decide determinar la termoestabilidad de la enzima a 50°C porque esta 

temperatura es la temperatura de trabajo de Celluclast® 1.5L para realizar las 

hidrolisis del material lignocelulósico. La enzima se incubó en amortiguador 

citrato de sodio pH 5 a 50°C por hasta 17 días tomándose alícuotas cada cierto 

tiempo y a cada alícuota se le midió su actividad sobre xilano 1% en citrato pH 5 

a 50°C por 10 min.  
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Figura 26. Termoestabilidad de GtXYL1 a 50°C. La enzima se incubó en amortiguador citrato de 
sodio pH 5 a 50°C por 17 días tomándose alícuotas cada cierto tiempo midiendo su actividad 
sobre xilano 1% a 50°C por 10 min. Cada reacción fue realizada en triplicado y se muestra la 
desviación estándar. 

 

Los resultados se expresan como actividad residual considerando 100% de 

actividad el tiempo cero. En el gráfico de la Figura 26 se puede apreciar que  

GtXYL1 mantiene su actividad en un 75% por alrededor de 5 días, en el noveno 

día su actividad llega a un 51% y en el día 17 aún mantiene su actividad en un 

31%. 

 

4.3.5.7 Termoestabilidad a 80°C 

Ya que anteriormente se determinó que la temperatura óptima de la enzima es 

80°C se decide analizar la termoestabilidad de la enzima a esa temperatura.  Se 

incubó en amortiguador citrato de sodio pH 5 por 60 min a 80°C, tomándose 

alícuotas cada 5 min y midiendo su actividad sobre xilano a 50°C por 10 min. 
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Los resultados se expresan como actividad residual considerando 100% de 

actividad el tiempo cero. Se observa en la Figura 27 que a 80°C la enzima a los 10 

min disminuye su actividad a un 60% y a los 25 min la pierde por completo.  
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Figura 27. Termoestabilidad de GtXYL1 a 80°C. La enzima se incubó en amortiguador citrato de 
sodio 50 Mm pH 5 a 80°C por 60 min tomándose alícuotas cada 5 min. La reacción enzimática 
de GtXYL1 se realizó con xilano 1% pH 5 a 50°C por 10 min. Cada punto fue realizado en 
triplicado y se muestra la desviación estándar. 

 

Ambas temperaturas fueron graficadas en un solo gráfico de la Figura 28 para 

fines comparativos. A 80°C en tiempo cero la actividad de la enzima es casi dos 

veces mayor que a 50°C, a los 10 min de reacción la enzima presenta la misma 

actividad, la cual se mantiene a 50°C a diferencia de la actividad de la enzima a 

80°C que se pierde prontamente a los 25 min. 
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Figura 28. Termoestabilidad de GtXYL1 a 50°C y 80°C. Enzima se incubó en amortiguador 
citrato 50 mM pH 5 por una hora tomándose alícuotas cada 5 min para la temperatura de 80°C 
y cada veinte min para la temperatura de 50°C. Se midió su actividad sobre xilano 1% pH 5 a 
50°C por 10 min. Cada reacción fue realizada en triplicado y se muestra la desviación estándar. 

 

4.3.5.8 Comparación de la actividad específica y termoestabilidad de 

GtXYL1 con enzimas comerciales 

Se decidió hacer la comparación con enzimas comerciales en el laboratorio bajo 

las mismas condiciones, se eligió xilanasa de Trichoderma viride por ser una 

especie conocida por su producción de celulasas y hemicelulasas que utiliza para 

colonizar las raíces de plantas13,38 y xilanasa de Thermomyces lanuginosus por 

ser un hongo termófilo que produce enzimas termoestables35. 

Las actividades específicas de cada una se muestran en la Tabla 12. El resultado 

de esta comparación es que GtXYL1 tiene una mayor actividad específica que 

ambas enzimas comerciales.  
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Tabla 12. Actividad específica de GtXYL1 y otras xilanasas comerciales a 50°C.  La reacción 
enzimática se realizó con xilano 1% pH 5 a 50°C por 10 min. 

Enzima                                 Actividad específica    

[U/mg] 

GtXYL1 11.567 

Xilanasa de Trichoderma viride 8.284 

Xilanasa de Thermomyces lanuginosus 3.824 

 

 

Al comparar la termoestabilidad de GtXYL1 con las enzimas comerciales en la 

Figura 29 se observa una mayor estabilidad en GtXYL1, mantiene su actividad en 

más de un 50% hasta por nueve días. Xilanasa de T. lanuginosus a un día de 

incubación mantiene su actividad en un 82%, pero al segundo día cae 

abruptamente a un 27% manteniéndose en alrededor de un 20% hasta el quinto 

día, luego al séptimo día cae a un 15% manteniéndose en el tiempo. La actividad 

de xilanasa de T. viride con un día de incubación cae abruptamente a un 14% por 

lo que se descarta continuar con el ensayo de termoestabilidad.  
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Figura 29. Comparación de la actividad residual de GtXYL1 con xilanasas comerciales a 50°C. 
Se compara con la xilanasas comerciales de Thermomyces lanuginosus y Trichoderma viride. 
Las enzimas se incubaron en amortiguador citrato de sodio pH 5 a 50°C por días tomándose 
alícuotas cada cierto tiempo midiendo su actividad sobre xilano 1% a 50°C por 10 min. Cada 
reacción fue realizada en triplicado y se muestra la desviación estándar. 

 

4.3.5.8 Análisis de glicosilaciones con Péptido N-Glicosidasa F (PNGasa F) 

Para analizar experimentalmente el grado de glicosilación de GtXYL1, se 

procedió a tratar la proteína con N-glicosidasa F. En la figura 30 se observa que 

la PNGasa F produce una reducción del peso molecular aparente de la GtXYL1, 

de 42 kDa disminuye a 38 kDa aproximadamente. 
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Figura 30. GtXYL1 tratada con PNGasa F. Se realizó tratamiento de 
GtXYL1 con la enzima Péptido N-Glicosidasa F (PNGasa F) y se analizó en 
un gel desnaturante de poliacrilamida 12,5% con tinción Azul de 
Coomassie, el orden de carga de izquierda a derecha es: estándar de 
peso molecular (en kDa), PNGasa F, GtXYL1 con tratamiento con PNGasa 
F, GtXYL1 sin tratamiento.  

 

 

 

4.4 Efecto de la adición de xilanasa en  la sacarificación de 

residuos lignocelulósicos por celulasas 

Se hicieron reacciones de hidrólisis de paja de trigo al 1% en amortiguador 

citrato de sodio 50 mM pH 5 con distintas concentraciones de Celluclast® 1.5L, 

con y sin la adición de GtXYL1.  Se tomaron muestras cada 24 h hasta las 96 h.  
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Figura 31. Hidrólisis de paja de trigo por Celluclast® 1.5L suplementada con GtXYL1. Hidrolisis 
de paja de trigo al 1% (p/v), pretratada previamente con NaOH, en amortiguador citrato de 
sodio 50 mM pH5 con distintas concentraciones de Celluclast® 1.5L y GtXYL1 durante 48 horas. 
En el recuadro se indica la cantidad de proteína añadida de GtXYL1 y Celluclast® 1.5L en 
[µg/mL], se indica con cero cuando se hace el reemplazo de GtXYL1 por BSA para mantener la 
misma concentración final de proteínas. Az. red.* corresponde a los azúcares reductores sin 
incluir glucosa y xilano. La adición de las barras naranja, azul y morada corresponde a los 
azúcares reductores totales por miligramos de proteínas en la reacción. El ensayo se realizó en 
triplicado, el análisis estadístico indica que al comparar presencia y ausencia de GtXYL1 para 
cada concentración de Celluclast® 1.5L hay diferencias significativas en azúcares reductores 
totales y xilosa, en cambio en glucosa no observan diferencias significativas.  
 

En el gráfico de la Figura 31 se presenta los resultados obtenidos después de 48 

h de incubación a 50°C. Azúcares reductores, glucosa y xilosa liberados se 

presentan como mmoles/mg de proteína en la reacción. El análisis estadístico 

indica que al comparar presencia y ausencia de GtXYL1 para cada concentración 
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de Celluclast® 1.5L hay diferencias significativas en azúcares reductores totales y 

xilosa, en cambio en glucosa no observan diferencias significativas. 

Los resultados en la Figura 31 muestran que a medida que aumenta la 

concentración de Celluclast® 1.5L, aumentan los azúcares liberados indicando 

una relación directamente proporcional. Se observa además, que el 

comportamiento general de las reacciones es que la mayor liberación de 

azúcares reductores se produce al adicionar GtXYL1 si se compara con la 

reacción en ausencia de GtXYL1, obteniéndose entre un 50% y un 60% más de 

azúcares reductores en casi todos los casos. Al analizar los monómeros 

liberados, xilosa presenta el mismo comportamiento con una liberación de más 

del doble en casi todos los casos cuando se añade GtXYL1, pero en cuanto a 

glucosa no hay diferencias significativas entre presencia y ausencia de GtXYL1.  

Xilanasa por si sola produce una baja liberación de azúcares, 10 µg/mL de 

GtXYL1 presenta una liberación de azúcares reductores muy similar a 0,4 µg/mL 

de Celluclast® 1.5L, por lo tanto se necesita 25 veces más xilanasa para obtener 

el mismo efecto que Celluclast® 1.5L. 

La combinación que produce una mayor liberación de azúcares reductores por 

cantidad de proteína agregada es la combinación de 1 µg/mL de GtXYL1 + 3,66 

µg/mL de Celluclast® 1.5L, con la cual se liberan 2,1 mmoles de azúcares 

reductores por mg de proteína agregada.  
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Figura 32. Sinergismo entre Celluclast® 1.5L y GtXYL1. Razón entre las Actividades obtenidas vs 
las actividades esperadas resultado de 48 h de hidrolisis de paja de trigo al 1% (p/v) con 
distintas concentraciones de Celluclast® 1.5L y GtXYL1. En el recuadro se indica la cantidad de 
proteína de GtXYL1 y Celluclast® 1.5L en [µg/mL]. Valores sobre 1,0 indican sinergismo, valores 
bajo 1,0 indican un efecto sumatorio de las actividades de cada una de las enzimas. Se muestra 
la desviación estándar. 

 

En la Figura 32 se grafica la razón entre las Actividades obtenidas vs las 

Actividades esperadas, resultado de 48 h de hidrolisis de paja de trigo al 1% (p/v) 

con distintas concentraciones de Celluclast® 1.5L y GtXYL1. Valores sobre 1,0 

indican sinergismo, valores bajo 1,0 indican un efecto sumatorio de las 

actividades de cada una de las enzimas. En todas las condiciones analizadas en 

este trabajo hay sobre un 50% de sinergia. 
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V. DISCUSIÓN 

Varios estudios se han enfocado en la búsqueda de enzimas capaces de degradar 

lignocelulosa, que precisamente provienen de microorganismos capaces de 

hidrolizar los polisacáridos presentes en la biomasa. Incluso se han probado 

diferentes mezclas de enzimas para obtener los mejores resultados de 

hidrólisis39,40.  

En este trabajo se propuso utilizar a los microorganismos Gloeophyllum trabeum 

y Trichoderma reseei para obtener una xilanasa y una Swollenina 

respectivamente, con el fin de probar si estas proteínas tienen un efecto sobre la 

acción hidrolítica de Celluclast® 1.5L. Gloeophyllum trabeum es un hongo de 

pudrición parda y Trichoderma reesei un hongo saprófito de las plantas. Se logró 

llevar a cabo el clonamiento de los genes a partir del cDNA de ambos hongos y 

luego la producción recombinante de ambas proteínas, GtXYL1 y TrSWO. El 

clonamiento fue exitoso logrando construcciones con las secuencias correctas y 

en las transformaciones en Pichia pastoris se obtienen clones resistentes a altas 

concentraciones de geneticina [2mg/mL], por lo que se supone se insertó un 

gran número de copias del gen. 

En el caso de la producción recombinante de GtXYL1 es posible decir que se 

obtuvo una alta tasa de producción recombinante con 1% de metanol a 25°C. 

Luego de tres días de inducción se obtiene 0,22 g de GtXYL1/L de cultivo, con el 

control se obtienen 0,04 g/L de cultivo.  En la Figura 13  se observa que la 

proteína que se obtuvo del sobrenadante de cultivo tiene un peso de 

aproximadamente 42 kDa, que difiere de los 36 kDa teóricos estimados a partir 
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de la secuencia de la proteína madura. Esta diferencia puede deberse a que la 

proteína se encuentre glicosilada. Se hizo un análisis para estimar las potenciales 

glicosilaciones que podría presentar la proteína, con las herramientas en línea 

NetNGlyc 1.0 Server (http://www.cbs.dtu.dk/services/NetNGlyc/) y NetOGlyc 

4.0 Server (http://www.cbs.dtu.dk/services/NetOGlyc/. Como se observa en la 

Figura 36 del Anexo, GtXYL1 posee sitios de posibles glicosilaciones. Se encontró 

la secuencia NAT donde la asparagina tiene probabilidades de estar N-

glicosilada; además se podrían  producir O-glicosilaciones en las treoninas 33, 

35, 138, 331. En la literatura se ha encontrado que P. pastoris no produce 

proteínas con grandes cantidades de O-glicosilaciones41. Por lo tanto, para 

analizar experimentalmente el grado de glicosilación de GtXYL1, se procedió a 

tratar la proteína con N-glicosidasa F. Se observó que la N- glicosidasa F produce 

una reducción del peso molecular aparente de la GtXYL1, lo cual permite 

suponer que ésta se encuentra glicosilada (Figura 30).  

GtXYL1 presenta un punto isoeléctrico teórico de 4,51, por lo que se decidió 

purificar mediante cromatografía de intercambio aniónico. En el perfil 

cromatográfico de la Figura 18, al relacionar la actividad xilanásica de las 

fracciones con la absorbancia a 280 nm se determina que la proteína de interés 

eluye a una conductividad de 15,76 mS/cm. En la electroforesis de las fracciones 

obtenidas, en la Figura 19, es posible observar una única banda de 

aproximadamente 42 kDa bastante pura, sin la presencia de otras proteínas que 

coeluyen con ella. 

Con la caracterización de GtXYL1 se determinaron sus propiedades moleculares, 

tales como: temperatura óptima de actividad, dependencia del pH, actividad 

http://www.cbs.dtu.dk/services/NetNGlyc/
http://www.cbs.dtu.dk/services/NetOGlyc/
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específica, actividad frente a diferentes sustratos y termoestabilidad. En un 

principio se realizó la reacción enzimática con GtXYL1 sobre xilano 1% en citrato 

50mM pH 5,3 a seis temperaturas de reacción: 50°, 60°, 70°, 80°, 90° y 100° C 

por 50 min con el fin de realizar una curva de progreso de la reacción. A partir de 

ella se definió el tiempo de reacción para los siguientes ensayos en 10 min y se 

calculó la velocidad inicial. Se determinó que la temperatura óptima de actividad 

es 80°C (Figura 22). 

Para determinar el pH óptimo se evaluaron diferentes amortiguadores para 

disponer de un amplio rango de pH. Los amortiguadores a evaluar fueron 

acetato pH 5, citrato pH 5 y 6,  fosfato pH 6 y tris pH 7.  La enzima presentó una 

actividad similar en todos los amortiguadores exceptuando al amortiguador 

fosfato pH 6, en donde la actividad cayó a la mitad (Figura 23). Se resolvió 

utilizar amortiguador citrato y tris, los cuales cubrieron el rango entre pH 3 y 8 

para realizar los ensayos de actividad. El resultado del experimento fue que el 

rango de pH óptimo para GtXYL1 es entre pH 4 - 5.  

Es conocido que las xilanasas se ven activadas o inhibidas en presencia de iones  

y en especial que el ion calcio, por lo general, tiene un efecto activador sobre 

xilanasas42–44. En los trabajos de Bastawde 1992, Plant et al. 1986, Matte & 

Forsberg 1992 se han hecho pruebas sobre xilanasas con ion calcio a las 

concentraciones de 1, 10 y 70 mM, entonces se dispuso probar el efecto de 

estas concentraciones y de 100 mM de CaCl2. Como resultado del ensayo se 

observó que el ion calcio tiene un efecto positivo sobre la actividad de GtXYL1. 

En la Figura 25 se aprecia que a medida que aumenta la concentración de calcio 

aumenta la actividad de la enzima. Con la concentración de calcio más baja 



67 

 

evaluada en este trabajo, 1 mM de CaCl2, se ejerce un efecto importante sobre 

la enzima aumentando su actividad en un 54% más y al agregar 100 veces más 

aumenta en un 94%, lo cual corresponde casi al doble. En el trabajo de Matte & 

Forsberg 1992 realizaron el ensayo sobre 2 endoxilanasas, al utilizar 1 mM de 

CaCl2 las enzimas aumentaban su actividad en un 3% y un 14%, lo cual permite 

destacar la activación que experimenta GtXYL1 en presencia del ion calcio. 

Además, en la Figura 23 se ve un efecto sobre la actividad de GtXYL1 en 

presencia de amortiguador fosfato a pH 6, si se compara con el amortiguador 

citrato a pH 6 la actividad es dos veces menor. Las sales de fosfato de calcio 

(Ca3(PO4)2) son de baja solubilidad (Kps 1,2 x 10-26 a 25°C), la cual además 

disminuye con el aumento de la temperatura45. Por lo tanto el fosfato podría 

estar secuestrando el calcio presente en la reacción, este efecto también se vio 

en el trabajo de  Abou-Hachem, Olsson, and Karlsson 200346. 

Continuando con la caracterización se evaluó la termoestabilidad de la enzima. 

Se estudió la termoestabilidad a 80°C porque es la temperatura óptima de 

actividad, y a 50°C, puesto que es la temperatura a la cual usualmente se realiza 

la hidrólisis de la paja de trigo con celulasas. En el ensayo a 80°C la enzima a los 

10 min disminuye su actividad a un 60% y a los 25 min la pierde por completo 

(Figura 27). A 50°C GtXYL1 mantiene un 75% de su actividad por alrededor de 5 

días, en el noveno día su actividad llega a un 51% y en el día 17 aún mantiene su 

actividad en un 31% (Figura 26). Si bien la enzima es más estable a 50°C, a 80°C 

en tiempo cero la actividad de la enzima es 70% mayor que a 50°C, a los 10 min 

de reacción la enzima presenta la misma actividad en ambas temperaturas y a 

los 25 min se pierde por completo. Al comparar la estabilidad de la enzima a 
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80°C en presencia de sustrato, resultado de la sección 4.3.5.1, con la ausencia de 

sustrato, sección 4.3.5.7, se observa que en presencia de sustrato la enzima se 

mantiene estable durante los 50 minutos de ensayo, en cambio en ausencia de 

sustrato la enzima pierde su actividad prontamente. Esto indica que la 

interacción con el sustrato estabiliza notablemente a la enzima.  

Las características de termoestabilidad de esta enzima son bastante destacables, 

por lo tanto se dispuso compararla con enzimas comerciales en el laboratorio 

bajo las mismas condiciones. Para esto se eligió xilanasa de Trichoderma viride 

por ser una especie destacada por su producción de celulasas y hemicelulasas 

que utiliza para colonizar las raíces de plantas38, y xilanasa de Thermomyces 

lanuginosus, por ser un hongo termófilo que produce enzimas termoestables35. 

Un primer resultado de esta comparación es que la actividad específica de 

GtXYL1 es de 11.567 [U/mg], superior a las 8.284 [U/mg] de Trichoderma viride y 

a las 3.824 [U/mg] de Thermomyces lanuginosus. En cuanto a la 

termoestabilidad GtXYL1 también es muy superior a ambas enzimas 

comerciales. La actividad de la xilanasa de T. viride con un día de incubación cae 

abruptamente a un 14%, por lo que se descartó seguir con su ensayo, y la 

actividad de la xilanasa de T. lanuginosus fluctúa entre un 27% y un 15%  por 

alrededor de 15 días. En cambio GtXYL1 que mantiene su actividad en más de un 

50% hasta por nueve días que luego alcanza el mínimo a los 17 días con un 31% 

de actividad (Figura 29). 

Es posible comparar los resultados obtenidos con GtXYL1 de esta Tesis con los 

obtenidos por Sydenham et al. 2014, para la misma enzima. Estos autores la 

denominaron GtXyn10A e indican que es una proteína de peso molecular de     
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36 kDa. Los resultados de condiciones óptimas que ellos reportan son 

temperatura de 50°C y pH 3.4 en azo-xilano, lo cual difiere de los parámetros 

obtenidos en este trabajo con una temperatura óptima de 80°C y pH óptimo de 

5 determinados en xilano de haya. Es posible que GtXYL1 presente mejoras en 

sus condiciones óptimas en comparación con la enzima publicada47 porque 

GtXYL1 presenta una mutación de 23 aminoácidos en el extremo carboxilo 

terminal, de los cuales 8 se encuentran en el dominio catalítico de la enzima. 

Otra posible causa es que las enzimas se expresaron de forma recombinante en 

organismos diferentes, la publicada se expresó en A. niger a diferencia de 

GtXYL1 que se expresó en P. pastoris. En la literatura se ve una preferencia por 

producir enzimas recombinantes en P. pastoris por sus características como son 

el rápido crecimiento, posibilidad de fermentaciones con una alta densidad 

celular, baja secreción de proteínas propias por lo tanto la proteína 

recombinante es la que se encuentra en mayor proporción en los sobrenadantes 

de inducción, modificaciones post traduccionales de las proteínas producidas 

entre otras26,48,49. Es más, se prefiere producir de forma recombinante en P. 

pastoris que sobre expresar en A. niger49–52. Por ejemplo se ha visto que una 

xilanasa de A. niger producida de forma recombinante en P. pastoris tienen 

mayor actividad específica que la misma enzima sobre expresada en A. niger53, 

esto se puede deber a diferencias en las modificaciones post traduccionales 

como lo son las glicosilaciones, ya que dos microorganismos pueden producir un 

patrón diferente de glicosilaciones41,54. Información disponible en la literatura 

indica que las glicosilaciones afectan la termoestabilidad de las enzimas55,56 y 

como se mencionó al principio de esta discusión GtXYL1 se encuentra glicosilada. 
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No es posible realizar una comparación de GtXYL1 con la enzima publicada 

porque Sydenham, R. et al. no entregan la informacion de actividad especifica de 

la enzima.  

Una vez purificada y caracterizada GtXYL1 se procedió a realizar distintos 

ensayos de hidrólisis en paja de trigo en conjunto con Celluclast® 1.5L. Las 

hidrólisis se realizaron con paja de trigo al 1% (p/v) en amortiguador citrato 50 

mM pH 5 con distintas concentraciones de Celluclast® 1.5L. Por cada 

concentración se realizaron dos reacciones, una adicionando GtXYL1 y otra 

adicionando BSA como proteína inerte para mantener la misma concentración 

de proteínas final. El resultado general de las hidrólisis, presentado en la Figura 

31,  muestra que la relación entre la concentración de Celluclast® 1.5L y los 

azúcares liberados es directamente proporcional. Al  añadir GtXYL1 se produce 

una mayor liberación de azúcares en comparación a Celluclast® 1.5L por sí sola, 

aproximadamente entre un 50 y un 60% más. La mayor liberación de azúcares 

reductores, glucosa y xilosa se obtiene con 3,66 µg/mL de Celluclast® 1.5L mas la 

adición de 1 µg/mL de GtXYL1, lo que corresponde a una adición de un 27%, el 

menor porcentaje de adición utilizado en las hidrólisis.  

Xilanasa por si sola produce una baja liberación de azúcares, 10 µg/mL de 

GtXYL1 presenta una liberación de azúcares reductores de 0,19 mmoles de 

azúcares reductores/mg de proteína, la misma liberación que producen             

0,4 µg/mL de Celluclast® 1.5L. Por lo tanto es posible decir que se necesita 25 

veces más xilanasa para obtener el mismo efecto que Celluclast® 1.5L. 
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A pesar de ir aumentando la cantidad de GtXYL1 añadida a la reacción los 

azúcares reductores no aumentaron de la misma forma, se mantuvieron entre 

un 50 y un 60% más comparado a la condición de ausencia de GtXYL1. El efecto 

auxiliar se produce añadiendo bajas concentraciones de GtXYL1 y se presume 

que con adiciones sobre un 27% se produce una saturación del efecto auxiliar. 

Por último, se puede aseverar que hay un efecto de sinergismo entre Celluclast® 

1.5L y GtXYL1. En la Figura 32 se aprecia que en todas las condiciones analizadas 

en este trabajo hay sobre un 50% de sinergia. 

En el caso de la producción recombinante de Swollenina de T. reesei, es posible 

mencionar que se obtuvo una alta tasa de producción recombinante. Luego de 

tres días de inducción se obtiene 0,24 g de TrSWO/L de cultivo, con el control se 

obtienen 0,04 g/L de cultivo.  En la Figura 12  se observa que la proteína que se 

obtuvo del sobrenadante de cultivo tiene un peso de aproximadamente 49 kDa 

lo cual concuerda con el peso molecular teórico. En algún punto en este trabajo 

la producción de TrSWO ya no fue la misma que la inicial bajando 

considerablemente, se reinició el clonamiento, transformación e inducción 

obteniéndose los mismos resultados. Estos llevaron a hipótesis como 

inestabilidad del clon o estrés metabólico. 

Este sistema de expresión heteróloga funciona insertando varias copias en 

tándem del llamado cassette de expresión en el genoma, proceso que se ilustra 

en la Figura 40 del Anexo. Dicho cassette incluye al promotor del gen AOX1, al 

gen de histidinol deshidrogenasa (HIS4), al gen de resistencia a geneticina (Kan) 

y al gen de interés. El nivel de resistencia al antibiótico se encuentra ligado al 
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número de copias insertado en el genoma, por lo tanto a mayor resistencia 

mayor número de copias del gen hay inserto en el genoma de P. pastoris26. Estas 

múltiples inserciones en el genoma puede generar clones inestables que pueden 

escindir el gen en forma de loop que se forma por homología y se pierde el gen 

en cuestión57. Para determinar si los clones que dejaron de expresar la proteína 

recombinante habían perdido el gen desde el genoma, se les realizó un PCR con 

partidores específicos del gen Trswo. Se obtuvo un amplificado del tamaño gen, 

por lo tanto se descartó la posibilidad de la pérdida del gen. Además, en dichos 

clones se mantuvo la resistencia al antibiótico geneticina, que debería eliminarse 

junto al gen Trswo. 

Otra posibilidad es que el clon que expresa TrSWO sufriera estrés metabólico. 

Las células pueden sufrir estrés metabólico al encontrarse en condiciones de 

inducción agresivas, como un exceso de metanol o en altas temperaturas58. La 

sobreexpresión de una proteína bajo un promotor fuerte, como es el caso de 

AOX1, puede llevar a una sobrecarga metabólica que puede activar a la 

respuesta por proteína mal plegada (UPR por sus iniciales en inglés). UPR es un 

vía de señalización que se activa en respuesta a la acumulación de proteínas mal 

plegadas en el retículo endoplasmático (RE), que puede silenciar diversos genes 

con tal de recuperar la homeostasis del RE57. Dicho esto se podría postular que 

la proteína se degradó debido a su mal plegamiento y/o que se silenció el gen 

por el estrés que significa su producción. Sin embargo, esta hipótesis también se 

descartó porque al probar condiciones de inducción que desfavorecen el estrés 

metabólico tampoco se observó diferencias importantes en la producción de 
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TrSWO. Por ejemplo se podría haber esperado una mejora al disminuir la 

temperatura de 30°C a 20°C y la concentración de metanol de 1% a 0,5%.  

A pesar del bajo nivel de producción, se procedió a purificar TrSWO. Terminada 

la inducción con metanol, las proteínas del sobrenadante del medio de cultivo se 

concentraron y se realizó la cromatografía de metales inmovilizados (IMAC). En 

este procedimiento se obtuvo resultados negativos, ya que no fue posible 

detectar a TrSWO mediante detección por afinidad a la cola de polihistidina 

(Figura 31 del Anexo). Una posible explicación para este resultado se deriva de la 

posición que la cola de histidina adopte en la estructura tridimensional de la 

proteína. Si la cola está en el interior de la estructura de la proteína es posible 

que no se pueda unir a la resina. Para averiguar esta posibilidad, se mandó a 

hacer un modelo 3D de TrSWO a partir de la secuencia obtenida de la inserción 

en el genoma de P. pastoris al servidor RaptorX (http://raptorx.uchicago.edu/). 

El modelo resultante sugiere que la cola de polihistidina no está internalizada en 

la estructura de la proteína (Anexo Figura 34), lo que permite entonces descartar 

esta posibilidad como causa de la imposibilidad de detectar la proteína por 

afinidad a metales.  Se puede confiar en este modelo ya que hay medidas que 

indican si un modelo es de buena calidad y los valores de éste lo avalan. Cuando 

los valores uGDT (GDT) son mayores a 50 el modelo es de buena calidad, lo 

mismo se puede aseverar si los valores de p-value son menores a 1e-03. Para 

este modelo los valores son: uGDT (GDT) global de 264 (55), p-value para los 

dominios de 2,10e-04; 2,33e-05 y 2,35e-10. 

Debido a que no se pudo aplicar la técnica de cromatografía por afinidad a 

metales se procedió a realizar una cromatografía de intercambio aniónico, ya 
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que el punto isoeléctrico teórico de TrSWO es 4,74. Mediante esta técnica, como 

se observa en la Figura 17, se logró obtener fracciones enriquecidas en TrSWO 

en las que también coeluyen otras proteínas contaminantes. La cantidad de 

TrSWO es muy baja, por lo que de decide no continuar con la caracterización de 

la proteína. 

No se conoce con claridad la función natural de Swollenina en Trichoderma 

reseei. Se supone que cumple un rol al momento de colonizar las raíces de 

plantas por el hecho de relajar la pared celular59 pero también es posible que la 

proteína sea perjudicial para otros hongos, ya que en la literatura también se ha 

visto que Swollenina de Aspergillus fumigatus es capaz de unirse a quitina60, un 

polímero presente en la pared celular de hongos. Este hecho adquiere relevancia 

porque se describe que el género Trichoderma presenta micoparasitismo sobre 

hongos patógenos de las plantas y por esta razón se utiliza en la agricultura 

como agente de control biológico de otros hongos38. Es probable que Swollenina 

sea perjudicial para Pichia pastoris en particular y deje de producirla. 
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VI. CONCLUSIONES 

Se logró llevar a cabo el clonamiento y producción recombinante de ambas 

proteínas GtXYL1 y TrSWO. El clonamiento fue exitoso logrando construcciones 

con las secuencias correctas. En las transformaciones de Pichia pastoris se 

consiguieron clones transformantes resistentes a altas concentraciones de 

geneticina [2mg/mL], por lo que se supone que un gran número de copias de 

ambos genes se insertó en el genoma de Pichia pastoris.   

Con la expresión de ambas proteínas de forma recombinante se alcanzó una alta 

tasa de producción, 0,22 g de GtXYL1/L de cultivo y 0,24 g de TrSWO/L de 

cultivo.  Las proteínas producidas tienen masas moleculares de 49 kDa para 

TrSWO y 42 kDa para GtXYL1. La masa molecular de GtXYL1 no coincide con su 

masa molecular teórica de 36 kDa porque se encuentra glicosilada.  

Las mejor condición para la inducción de la expresión de GtXYL1 en Pichia 

pastoris fue metanol 1% a 25°C. 

La producción recombinante de TrSWO no es estable en P. pastoris en el tiempo, 

por lo que se recomienda la utilización de otro huésped, como por ejemplo 

Aspergillus niger. 

Con la caracterización de GtXYL1 es posible concluir que sus parámetros óptimos 

de trabajo son temperatura de 80°C y un rango de pH 4 - 5. También se observó 

que esta enzima es activada con calcio logrando casi doblar su actividad al 

agregar CaCl2 100 mM a la reacción. 
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Además, xilanasa GtXYL1 presenta una notable termoestabilidad a 50°C, recién a 

los 9 días de incubación su actividad baja en un 50% y se mantiene activa 

durante los 17 días que duró el ensayo. Al compararla con las xilanasas 

comerciales de Trichoderma viride, especie destacada por su producción de 

celulasas y hemicelulasas, y de Thermomyces lanuginosus, hongo termófilo que 

produce enzimas termoestables, muestra un desempeño muy superior. 

La adición de GtXYL1 mejora la acción hidrolítica de Celluclast® 1.5L sobre paja 

de trigo al 1% p/v. Se observa un efecto sinérgico sobre la celulasa comercial y 

los mejores resultados se obtienen al agregar bajas cantidades de GtXYL1.  

De acuerdo a los resultados expuestos, GtXYL1 es una enzima con muy 

recomendable para ser utilizada en la hidrólisis de paja de trigo en conjunto con 

celulasas, ya que añadiendo bajas concentraciones de GtXYL1 se obtiene un 

aumento de más del 60% de los azúcares liberados por parte de la celulasa 

comercial Celluclast® 1.5L. 
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VII. ANEXO 

7.1 Anexo de resultados 

7.1.1 Cromatografía de afinidad por metales de TrSWO 

 

Figura 33. Perfil cromatográfico IMAC TrSWO. Se efectuó una gradiente de 20 mM a 250 mM 
de imidazol con 20 volúmenes de columna en amortiguador fosfato 20mM a pH 8 con NaCl 500 
mM. En azul se muestra absorbancia a 280 nm con su escala en el eje principal, en amarillo la 
gradiente de sal presentada como conductividad con su escala en el eje secundario y en 
naranjo la gradiente realiza indicando el porcentaje de imidazol 250 mM añadido con su escala 
en el eje secundario.  
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7.1.2 Modelo 3D de TrSWO 

 

Figura 34. Modelo 3D de TrSWO. Zona amino terminal se muestra en azul y zona carboxilo 
terminal en rojo. Con la flecha morada se indica la cola de polihistidina. Modelo obtenido desde 
servidor RaptorX (http://raptorx.uchicago.edu/), que presenta los siguientes parámetros: uGDT 
(GDT): 264 (55), 36 (7%) de posiciones predichas como desordenadas, 475 (100%) de los 
residuos modelados, además posee tres dominios que presentan los siguientes valores: 
dominio 1: templados 2vj2A, 4cbzA, 4xl1B, p-value de 2,10e-04, score 26; dominio 2: templados 
2hczX, 1n10A, 2bh0A, 4jcwA, p-value 2,33e-05; score 17; dominio 3: templado 1wc2:A; p-value 
2,35e-10; score 126. 

 

 

 

 

http://www.pdb.org/pdb/explore/explore.do?structureId=2vj2
http://www.pdb.org/pdb/explore/explore.do?structureId=4cbz
http://www.pdb.org/pdb/explore/explore.do?structureId=4xl1
http://www.pdb.org/pdb/explore/explore.do?structureId=2hcz
http://www.pdb.org/pdb/explore/explore.do?structureId=1n10
http://www.pdb.org/pdb/explore/explore.do?structureId=2bh0
http://www.pdb.org/pdb/explore/explore.do?structureId=4jcw
http://www.pdb.org/pdb/explore/explore.do?structureId=1wc2
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7.1.3 Modelo 3D de GtXYL1 

 

 

Figura 35. Modelo 3D de GtXYL1. Enzima GtXYL1 en interacción con su sustrato. En verde se 
muestra modelo tridimensional de la enzima, en azul los aminoácidos ácidos glutámicos 
presentes en el sitio activo (E151, E256) y en rojo el sustrato de la enzima. Modelo obtenido 
desde servidor RaptorX (http://raptorx.uchicago.edu/),  fue modelado a partir del templado 
3wuf:A y presenta los siguientes parámetros: uGDT (GDT): 276(87), p-value 2,21e-11; score 
338; 0 (0%) de posiciones predichas como desordenadas; 316 (100%) residuos modelados. 
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7.1.4 Análisis de glicosilaciones en GtXYL1 

 

 

Figura 36. Análisis de potenciales glicosilaciones en GtXYL1. Primero se observa la secuencia 
de la proteína GtXYL1 con las posibles glicosilaciones destacando en rojo probabilidades de N-
glicosilación y en azul O-glicosilaciones. Luego se destacan los aminoácidos con potenciales 
glicosilaciones. Se considera un resultado positivo a un valor sobre 0,5. En el análisis se aprecia 
la secuencia NAT, donde hay  probabilidades de N-glicosilación en la asparagina 121 y también 
se observa que en las treoninas 123, 125, 316 se pueden producir O-glicosilaciones. El análisis 
se realizó con las herramientas en línea NetNGlyc 1.0 Server 
(http://www.cbs.dtu.dk/services/NetNGlyc/) y NetOGlyc 4.0 Server 
(http://www.cbs.dtu.dk/services/NetOGlyc/. 

http://www.cbs.dtu.dk/services/NetNGlyc/
http://www.cbs.dtu.dk/services/NetOGlyc/
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 7.1.5 Zimograma original de GtXYL1 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 37. Zimograma original con tinción plata (A), tinción Rojo Congo (B) y Rojo Congo – 
ácido acético 10% (C) de GtXYL1 purificada. Ambos geles son de poliacrilamida al 10% y xilano 
al 0,4% (B y C son el mismo gel con distinta tinción). Orden de carga de izquierda a derecha se 
encuentran: BSA como control negativo, estándar de peso molecular (L, en kDa) y GtXYL1 
purificada. El gel con tinción Rojo Congo es la versión original sin modificaciones y (C) es el 
mismo gel teñido con Rojo Congo que luego se dejó unos segundos en ácido acético 10%. Con 
flechas roja y azules se indica a GtXYL1. 
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7.2 Anexo de bibliografía 

7.2.1 Mapas de vectores utilizados 

 

 

Figura 38. Mapa del vector de clonamiento pGEM®-T Easy. Descripción de la ubicación de los 
componentes del vector. Se destaca región de múltiple clonamiento con las posibles enzimas 
de restricción junto a su ubicación en el vector.27 
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Figura 39. Mapa de los vectores de expresión  pPIC9K y pPIC3.5K. Descripción de la ubicación 
de los componentes del vector. Con corchete se indica la región de múltiple clonamiento con 
las posibles enzimas de restricción a utilizar. En recuadro rojo se destaca secuencia del péptido 
señal de S. cerevisiae presente en vector pPIC9K.26 
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7.2.2 Generación de insertos multicopia en Pichia pastoris 

 
Figura 40. Generación de insertos multicopia en Pichia pastoris. Inserción múltiple en el 
genoma de Pichia pastoris del cassette de expresión. El cassette incluye al promotor del gen 
AOX1, gen de interés, resistencia a geneticina  (Kan) y gen de histidinol deshidrogenasa (HIS4). 
Modificado de referencia26 

 

 


