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Resumen

La B-glucosidasa, una enzima hidrolitica esencial para la conversién de celobiosa a
glucosa tiene aplicaciones relevantes en la generacion de bioetanol a partir de residuos
lignoceluldsicos. No obstante, el uso de enzimas solubles presenta desafios,
principalmente debido a su falta de estabilidad. En consecuencia, se ha propuesto la
inmovilizacién por adsorcién y unién covalente en soportes porosos como la zeolita,
estrategia que permite prevenir su desnaturalizacion y facilitar su reutilizacién. En la
presente investigacion se determinaron las condiciones ideales de inmovilizaciéon por
adsorciéon y union covalente en zeolita natural y sintética de la enzima B-glucosidasa.
Para lograr esto, se aplicé un disefio estadistico Box-Behnken donde las variables
independientes fueron el pH, fuerza i6nica y cantidad de soporte, empleando como
respuesta el rendimiento de inmovilizacion (%). Como resultado, la B-glucosidasa
recombinante fue exitosamente inmovilizada en zeolita mediante los métodos de
adsorcion y unién covalente, logrando rendimientos cercanos al 100 %. La adsorcién
mostro una eficiencia y actividad de recuperacion superiores, siendo el pH un factor
critico en ambos procesos. Se seleccioné la adsorciéon en zeolita sintética como el
método éptimo de inmovilizacién.
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I. Introduccion

Las enzimas son cada dia mas utilizadas como catalizadores en procesos industriales ya
que presentan varias ventajas frente a los catalizadores convencionales no bioldgicos.
La B-glucosidasa una enzima utilizada para la hidrolisis de celulosa que convierte los
dimeros de celobiosa a monomeros de glucosa por medio del ataque nucleofilico a los
enlaces 3-1,4. Forma parte de un sistema de celulasas encargadas de la degradacion de
polimeros mas complejos como los materiales lignoceluldsicos. Sin embargo, el uso de
estas enzimas de forma libre trae consigo grandes desventajas, debido a su baja
estabilidad en procesos industriales y los altos costos al no poder recuperarse. Es por
ello, que se han desarrollado estrategias como la inmovilizacién para impedir su
degradacién, mejorar su actividad catalitica y reusabilidad. Para llevar a cabo el proceso
de inmovilizacion se requiere de un soporte al cual la enzima se una por medio de
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interacciones i6nicas o uniones covalentes, estos métodos no generan cambios en la
especificidad y favorecen la actividad enzimatica.

II. Metodologia
2.1 Materiales
2.1.1 Material biolégico

a) La cepa Escherichia coli BL21 (DE3) fue obtenida del cepario de Biotecnologia
Microbiana-UPIDET.

b) El coctel enzimatico de celulasas C0615 se adquirié de Sigma-Aldrich de grado
reactivo.

2.1.2 Material de prueba

a) La zeolita sintética fue adquirida de Merck, también conocida como zeolita sintética
A de estructura tipo LTA, contiene tamafios de poros uniformes de 0.3 nm y un tamaiio
de particula de 0.1 mm.

b) La zeolita natural fue obtenida de la region del Mezquital del estado de Durango y fue
proporcionada por el Laboratorio de Biotecnologia de los Materiales de la Facultad de
Ciencias Quimicas-UJED, esta compuesta en un 40% por Clinoptilolita de estructura tipo
HEU, cuyos tamafios de poro van de 0.4-0.72 nm y tiene un tamafio de particula de
0.1 mm.

2.2 Produccién y caracterizacion de f3-glucosidasa recombinante
2.2.1 Induccion de E. coli en medio minimo (M9)

Una colonia aislada de células de E. coli BL21 (DE3) se deposit6 en 10 mL de medio M9
con kanamicina (1 pL/mL). El medio se incubé en agitacién a 37°C y 250 rpm durante
12 h. La induccién se inici6 con una DOeoo de 0.1 y se llevé a cabo la cinética de
crecimiento a 250 rpm y 37°C. Seguido, se analizaron las muestras cada hora hasta
obtener D.0O.600 igual a 0.5. Posterior a esto se indujo el microorganismo adicionando
IPTG 1 mM. Durante el desarrollo de la cinética, se tomaron muestras cada 30 min por
4 h, las cuales se analizaron para determinar la concentracion celular y para analisis por
electroforesis desnaturalizante SDS-PAGE.

2.2.2 Cuantificacion de la concentracion proteica y de la actividad

enzimatica

La concentracion proteica se cuantificé por el método de Bradford (Bradford, 1976) y
la actividad enzimatica se determin6 mediante el uso del sustrato sintético p-NPG.
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2.3 Curso de inmovilizacion por adsorcion de -glucosidasa recombinante
en zeolita sintética y natural

Para llevar a cabo la inmovilizaciéon por adsorcién en zeolita natural y sintética se
propuso un disefio estadistico de superficie de respuesta tipo Box Behnken, teniendo
como factores experimentales el pH, la fuerza iénica y la cantidad de soporte.

2.4 Curso de inmovilizacion por unién covalente de 3-glucosidasa
recombinante en zeolita sintética y natural

El curso de inmovilizacion se realiz6 en base al método modificado de Talebietal, 2016.
Las corridas de inmovilizacién tanto en zeolita sintética como natural se realizaron de
acuerdo con el disefio estadistico Box Behnken.

III. Resultados y discusion

La produccion de la enzima 3-glucosidasa se realizé mediante la induccion con I[PTG de
la cepa E. coli BL21 (DE3) previamente transformada con el pldsmido pITD-01
(Vazquez-Ortega et al, 2022) que contiene el gen sintético de 1,434 pb que codifica para
una [3-glucosidasa recombinante de Trichoderma reesei. La proteina de 57 kDa cuenta
con una etiqueta de 6 histidinas y 6 lisinas con fines de purificacién e inmovilizacién
respectivamente (Figura 1).
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Figura 1. Analisis mediante SDS-PAGE de la expresion de 3-glucosidasa en E. coli mediante induccion con
IPTG. Carriles I1 a17, muestras de proteinas de la fraccién soluble obtenidas a partir de cultivos inducidos.
M: Marcador de peso molecular.

Se logro obtener la enzima en la fraccion soluble de la muestra, asimismo, se cuantifico
la concentracién proteica y se verificé la actividad enzimatica. Los resultados de la
actividad enzimatica se muestran en la Tabla 1.
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Tabla 1. Concentracién proteica y actividad enzimatica de 3-glucosidasa en extracto crudo posterior a
la lisis celular por ultrasonido.

Concentracion proteica Actividad enzimatica
Muestra
(mg/mL) (U/mL)
-gl id tract
B-glucosidasa en extracto 0.917 £ 0.036 0.191 + 0.38

crudo

3.1 Optimizacion del proceso de inmovilizacion por adsorcion

Los resultados de los parametros de inmovilizacién por adsorcion en zeolita natural se
observan en la Tabla 2. En este proceso, el rendimiento de inmovilizacién vari6 del 75 -
99 %. En un trabajo previo reportado por Ramirez-Ramirez et al,, 2022 la 3-glucosidasa,
se inmoviliz6 en zeolita sintética obteniendo rendimientos de inmovilizacion del
86.97 % sumado a un incremento de actividad enzimatica del 70 % con respecto a su
actividad inicial. Pota y colaboradores, lograron un 80 % de rendimiento de
inmovilizacién de B-glucosidasa en nanoparticulas de SiOz al optimizar la relacién de
enzima y soporte (Pota et al, 2023). No obstante, la inmovilizaciéon de la enzima
experimentd cambios significativos que van desde el 3 al 110 % de eficiencia y la
actividad recuperada oscil6 entre el 3 % y el 91 %. Los porcentajes bajos predominaron
en todas las ejecuciones, indicando una pérdida de actividad enzimatica conforme
variaban las condiciones del proceso. Se observo que, a pesar de que el rendimiento de
inmovilizacién fue 6ptimo a pH 6 y 7, la eficiencia de inmovilizacién y la actividad
recuperada disminuyeron considerablemente.

Tabla 2. Pardmetros de inmovilizacién por adsorcién en zeolita natural.

Fuerza Cantidad Actividad Rendimiento Eficiencia de Actividad
Corrida pH idnica sol()l(frte inmovilizada inmov;il?zacién inmovilizacién recuperada
(mM) (mg) (U/mL) (RI) % (EI) % (AR) %
1 6 100 100 0.754 95.511 3.500 3.343
2 7 75 100 0.877 98.685 4.385 4.328
3 6 50 150 0.862 96.988 4.462 4.328
4 6 75 125 0.401 99.439 7.331 7.290
5 7 75 150 1.603 97.903 4.072 3.986
6 7 100 125 0.560 97.826 4.714 4611
7 6 75 125 0.461 93.502 7.522 7.034
8 6 100 150 0.750 96.740 12.777 12.360
9 5 50 125 0.166 75.214 86.591 65.128
10 7 50 125 0.339 90.080 7.008 6.313
11 6 75 125 0.671 97.694 14.559 14.223
12 5 75 150 0.217 83.965 80.382 67.493
13 6 50 100 0.675 97.336 24.693 24.035
14 5 75 100 0.123 83.038 110.671 91.899
15 5 100 125 0.253 83.666 45.007 37.656
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3.2 Optimizacion de las condiciones de inmovilizacion por union covalente

Después de analizar los parametros de inmovilizacién por unién covalente en zeolita
natural (Tabla 3), se observé una actividad maxima de 0.584 U/mL con una eficiencia
de inmovilizacidn del 8.39 % y un rendimiento de inmovilizacion del 8.39 %, mientras
que se registré una actividad minima de 0.056 U/mL con una eficiencia del 346.66 %y
un rendimiento del 84.74 %. Los valores elevados de rendimiento indican que la
totalidad de la enzima se inmoviliz6é con éxito en el soporte, mientras que los bajos
porcentajes de eficiencia sugieren una pérdida de actividad enzimdatica o una
disminucion al final del proceso debido a posibles efectos estéricos o cambios
conformacionales en la estructura de la enzima provocados por la inmovilizacién
(Sheldon & van Pelt, 2013).

Tabla 3. Pardmetros de inmovilizacién por unién covalente de B-glucosidasa recombinante en zeolita
natural.

Cantidad Rendimiento

Fuerza de Actividad de Eficiencia de Actividad
Corrida pH idénica soporte inmovilizada inmovilizacién inmovilizacion recuperada

(mM) (mg) (U/mL) (RI) % (EI) % (AR) %
1 9 150 125 0.256 79.045 15.317 12.107
2 7 150 100 0.436 87.462 15.751 13.776
3 9 100 100 0.391 100.000 8.100 8.100
4 9 200 150 0.276 99.728 14.188 14.150
5 9 150 125 0.072 99.479 130.890 130.208
6 7 100 125 0.380 97.113 31.318 30.414
7 9 100 150 0.183 92.030 29.278 26.945
8 8 150 150 0.277 100.000 20.924 20.924
9 9 200 100 0.277 100.000 2.993 2.993
10 7 200 125 0.422 78.692 64.879 51.055
11 8 200 125 0.056 84.746 346.667 293.785
12 9 150 125 0.211 94.435 101.071 95.447
13 8 100 125 0.338 100.000 4.688 4.688
14 8 150 100 0.584 100.000 8.398 8.398
15 7 150 150 0.446 100.000 17.597 17.597

En cuanto a la inmovilizaciéon en zeolita sintética (Figura 2) se puede destacar la
obtencion de una actividad inmovilizada maxima de 0.495 U/mL con una eficiencia de
inmovilizacién del 60.88 % y un rendimiento del 84.88 %, mientras que se obtuvo una
actividad minima de 0.066 U/mL con una eficiencia del 120.90 % y un rendimiento del
100 %, suceso similar a lo ocurrido con zeolita natural. Los resultados obtenidos hasta
el momento demuestran que la inmovilizaciéon de enzimas en extractos crudos es
posible ya que estas mantienen su actividad enzimatica y las proteinas de la mezcla se
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dispersan en el soporte sin interaccionar las unas con las otras (Guisan et al, 2020),
ademas, esto ha servido como método de purificacién ya que las enzimas tienen gran
afinidad por el soporte (Lu et al., 2022) y han demostrado tener una tasa catalitica
mayor que en su forma pura (Huang et al,, 2022), de esta forma se puede evitar la
purificacion que resulta costosa y con bajos rendimientos a pesar de que se trabaja con
enzimas recombinantes.

=
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Figura 2. Superficie de respuesta tridimensional para la inmovilizacién de 3-glucosidasa en zeolita
sintética. a) fuerza idnica vs pH; b) zeolita vs fuerza idénica; c) zeolita vs pH.

IV. Conclusion

La B-glucosidasa recombinante en extracto crudo se inmoviliz6 exitosamente bajo los
métodos de adsorcién y unidn covalente en zeolita natural y sintética, con rendimientos
de inmovilizaciéon cercanos al 100 %, asi como una eficiencia de inmovilizacién y
actividad recuperada mayores al 100 % por el método de adsorcion. Ademas, los
rendimientos de inmovilizacién fueron mayores por unién covalente, pero hubo
perdida de actividad enzimatica a comparacién de la adsorcién debido a efectos
estéricos.
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