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Resumen

La preocupacion mundial por cambiar los combustibles fésiles a alternos, para poder suplir
la demanda de la energia requerida es creciente. Se ha sabido del bioetanol desde afios
atras, y la necesidad de la enzima celulasa presenta costos altos; por tanto, se buscan
maneras de reducir y hacer mas eficiente y viable un proceso de este tipo. La celulasa es
una enzima que se encarga de la hidrélisis de la celulosa, rompiendo los enlaces
glicosidicos B-1,4 de la celulosa transformandola en glucosa. El gen cel7a codifica para la
proteina de interés, conocida como celulosa 1,4-beta-celobiosidasa (EC 3.2.1.91). Se
propone la unién in silico de dos secuencias iguales del gen codificante de la celulasa de
interés, a partir de Trichoderma reesei, creando una proteina de fusién unida por un linker,
mismo que serd tomado de una proteina quimérica patentada. Posteriormente se inserta
en un vector que serd expresado en una levadura, Pichia pastoris, con el fin de
incrementar la actividad catalitica que serd (til en la produccion de biocombustible. Dicho
proceso se basa en el disefio de primers, ciclos de Polymerase Chain Reaction estandar y
overlap, asi como transformacion y transfecciébn mediante electroporacion y posterior
andlisis estructural utilizando herramientas bioinformaticas.
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Abstract

The increasing concern regarding the change of fossil fuels to alternate ones in order to
supply the required energy around the world is significant. Bioethanol has been in
development for years, and the participation of the enzyme cellulase dictates elevated
prices, so the need to reduce and make processes of this nature more efficient and viable
is a must. Cellulase is an enzyme that catalyses the hydrolysis of cellulose, breaking
glycosidic -1,4 bonds turning it into glucose monomers. The gene cel7a encodes the
protein of interest, known as cellulose 1,4-beta-cellobiosidase (EC 3.2.1.91). An in-silico
merger of two identical sequences of the gene for this particular cellulase is proposed,
using Trichoderma reesei, in order to create a fusion protein that will be joined by a linker,
taken from a patented chimeric protein, which would then be inserted in a vector and
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expressed in a yeast, Pichia pastoris, with the purpose of increasing catalytic activity and
applying it in the production of biofuels. This process is based on the design of primers,
normal and overlap Polymerase Chain Reaction, as well as transformation and transfection
by electroporation, with further structural analysis by means of bioinformatics tools.

Keywords: bioethanol, cellulase, fusion protein, linker, primer

1. Introduccién

as enzimas son proteinas catalizadoras de reacciones enzimaticas que disminuyen la energia de

activacion requerida y por tanto aceleran la velocidad de la reaccion. Algunas de las ventajas de las

mismas incluyen una alta especificidad del sustrato, estereoselectividad y una menor produccion de

desechos o productos secundarios a comparacion de reacciones quimicas normales (Pena, 2004).
Esto conlleva a que los procesos biotecnoldgicos sean mejores en cuanto a costos y procedimientos
(Devlin, 2004).

Los microorganismos, tales como bacterias y hongos, son utilizados en la produccion industrial de
enzimas. La descomposicion de biomasa celulolitica a mondémeros para la posterior produccion de
biocombustibles resulta una de las principales aplicaciones que requiere accion de enzimas que puedan
cortar enlaces glucosidicos dentro de la cadena de celulosa (PQBio, 2007).

La celulosa es un polisacarido lineal formado por residuos de glucosa unidos por enlaces beta 1-4. La
configuracion beta le permite a la celulosa formar cadenas largas y lineales, las cuales estan unidas
entre si por enlaces de puentes de hidrégeno, dando lugar a la formacion de microfibrillas conocidas
como regiones cristalinas. Estas son altamente ordenadas y le dan caracteristicas de insolubilidad,
rigidez y resistencia al ataque enzimatico (PQBio, 2007).

En ciertas regiones del haz de microfibrillas, las cadenas se rompen en los puentes de hidrégeno
formando regiones amorfas, las cuales se hidratan permitiendo que ciertas enzimas ataquen y degraden
a la celulosa. En el ambito industrial, existe una gran variedad de utilidades que se le pueden dar a la
celulasa, pues al ser sometida a algunas modificaciones se generan diversos compuestos con multiples
propiedades funcionales. En la industria alimentaria, por ejemplo, es comdn encontrarse con la
carboximetil celulosa, la cual es utilizada como espesante, asi como su contraparte, la celulosa
microcristalina, que funciona como anticompactante. Por otro lado, en la industria farmacéutica, esta es
una enzima comunmente utilizada en la elaboracién de tabletas. Se sabe que esta tiene la capacidad de
degradar la celulosa, con potenciales aplicaciones en la producciéon de biocombustibles; sin embargo,
esta rama se ha visto limitada por los elevados costos que actualmente representa su uso (PQBio,
2007).

La celulasa es una enzima que se encarga de la hidrélisis de la celulosa, al tener la capacidad de actuar
rompiendo los enlaces glicosidicos 3-1,4 de la celulosa transformandola en glucosa (Vazquez Lopez et
al.,, 2011). La celulasa funciona como material de refuerzo en el tejido de las plantas, y representa su
compuesto organico mas extendido en términos de cantidad. Por esta actividad es que estas enzimas
tienen numerosas aplicaciones en la industria, por ejemplo, en la alimentaria, es comin su empleo para
la extraccion y clarificacion de zumos vegetales, la obtencién de aceite de oliva y la mejora de la calidad
de los productos de panificacién, entre otros. Asimismo, al combinarse con otras enzimas, es importante
en la produccién de bebidas como el vino, ya que tiene la capacidad de extraer sustancias no deseadas
como taninos y compuestos aromaticos. Se tiene registro de que su aplicacion es comun también en
campos como la produccién de detergentes, textil y papel. Especificamente, se utiliza la enzima con el
nombre celulosa 1,4-beta-celobiosidasa (EC 3.2.1.91), la cual se conforma de dos dominios, estructural
y funcionalmente diferentes, el primero siendo el dominio catalitico y el otro es un dominio de union a
celulosa, los cuales se encuentran unidos por un linker flexible (Seiboth, Ivanova, & Seidl-Seiboth,
2011).
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La preocupaciéon mundial por cambiar de combustibles fésiles a alternos, para poder suplir la demanda
de la energia requerida es creciente. De esta manera, a pesar de que se ha sabido del bioetanol desde
afios atras, la etapa de hidrélisis que debe llevarse a cabo para su produccion, catalizada por la enzima
de interés: celulasa, presenta altos costos, por tanto, se buscan maneras de reducir y hacer mas
eficiente lo necesario para que sea viable un proceso de este tipo. Se quiere entonces desarrollar
nuevas maneras de produccién de celulasas con bajo costo e implementar su uso en la produccion de
bioetanol (Fatma & Fadel, 2010).

En 2007 en México comenzaron a realizar estudios sobre la producciéon de bioetanol a partir del sorgo.
Se escogid esta planta porque es facil de cultivar, es el segundo cultivo mas importante del pais
después del maiz, requiere menos cantidad de agua, es resistente a la sequia, es un 20% mas barato
gue el maiz y se utiliza exclusivamente en la alimentacion animal. La produccion de bioetanol utilizando
sorgo y tratdndolo con amilasa termo-resistente mejoré el rendimiento de bioetanol comparado con el
maiz. Sin embargo, a pesar de los estudios que realiza México para la produccién de bioetanol, ain no
se ha logrado una produccién importante de este (Gonzalez Merino & Castafieda Zavala, 2008).

El propésito de este articulo recae en una propuesta in silico de una unién de dos secuencias iguales
del gen codificante de la celulasa de interés, en este caso, conocido como cel7a, a partir de
Trichoderma reesei, creando una proteina de fusién unida por un linker, y posteriormente clonarla en un
vector que serd expresado en una levadura, Pichia pastoris, con el fin de incrementar la actividad
catalitica que sera util en la produccion de biocombustible. Asi, se pretende aplicar en la produccion de
bioetanol utilizando desechos agricolas y forestales ya que son ricos en celulosa, abundantes y baratos.

2. Materiales y Métodos
Materiales

Secuencia correspondiente al gen cel7a por duplicado. Las secuencias de reconocimiento de las
enzimas de restriccion (ER) Kpnl y Xbal (New England Biolabs, 2012) asi como una secuencia
correspondiente a una serie de primers disefiados acorde a los ciclos de PCR. Esto incluye un total de 4
primers, dos de ellos contienen un linker previamente disefiado y utilizado en una patente para la
creacion de una proteina quimérica funcional (se  utiliza el linker dado en
http://www.researchgate.net/publication/228097563). Secuencia del vector de pPICZa A utilizado en un
futuro sistema de expresion de P. pastoris (los materiales estan basados meramente en una propuesta

in sillico).

Tabla 1. Primers utilizados en PCR in silico (los sitios de restriccion subrayados y el linker en negritas)

Nombre Secuencia
ER-F CAGGTACCATGTATCGGAAGTTGGCC
ER-R GTCTAGAGCAGGCACTGAGAGTAGTA
OL-F CAGTCCCTGCAAGGACAAGGTCAAATGTATCGG
OL-R CCGATACATTTGACCTTGTCCTTGCAGGGACTG

2.1. Gen cel7a

El gen que codifica la proteina de interés lleva por nombre Glycoside hydrolase family 7, conocido como
cel7a, proveniente del organismo T. ressei QM6A (hace referencia a la cepa del organismo). Tiene un
tamafio de 2023 pares de bases e incluye tres exones y dos intrones. El producto que codifica dicho gen
es la proteina de interés conocida como celulosal, 4-beta-celobiosidasa (EC 3.2.1.91) (NCBI, 2016,
2017) de quinientos catorce aminoacidos con dos dominios: dominio glucanasa/lectina tipo concavalina
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A, que abarca del aminoacido diecinueve al cuatrocientos cuarenta y siete, y el dominio de unién a
celulosa que va del aminoacido cuatrocientos setenta y ocho al quinientos catorce.

2.2. Pichia pastoris como sistema de expresion

La levadura metilotrofica llamada Pichia pastoris se ha convertido en un organismo utilizado
importantemente para la producciéon elevada de proteinas recombinantes, biofarmacéuticos y enzimas
utiizadas en la industria (Spohner, Miller, Quitmann, & Czermak, 2015). Tiene un sistema de
produccion caracteristico durante su crecimiento a una densidad elevada de células. Esto es, tiene
promotores regulados estrictamente, y la produccién de las proteinas de interés por litro de cultivo es
significante, tanto de manera intracelular como secretadas. Resulta ventajoso debido a su manipulacion
genética sencilla, asi como las modificaciones postraduccionales que, a comparacion de expresién en
bacterias tal como E. coli que hasta ahora ha sido la mas usada, presenta la capacidad de producir
proteinas complejas que requieren de dichas modificaciones, o bien, contienen puentes disulfuro
(Krainer et al., 2012). Estas conllevan a un plegamiento favorable de la proteina, y cuando se expresa
extracelularmente, permite una fécil purificacion de la misma. Ademas, tiene estabilidad génica que
conlleva al escalamiento de procesos. Se ha demostrado que Pichia pastoris produce aproximadamente
15 gramos de proteina recombinante soluble por litro de cultivo tanto de manera intracelular, o
igualmente en modo de secrecidn. Esto se debe primordialmente a la habilidad de esta levadura de
desarrollarse a altas densidades celulares, llegando hasta 150 gramos de peso seco celular por litro de
caldo nutritivo, esto en biorreactores. Cabe mencionar que, con esta alta densidad celular, incluso las
proteinas que se expresan de manera limitada por célula se pueden producir en volimenes
significativos cuando se usa esta levadura para su expresion (Ahmad, Hirz, Pichler, & Schwab, 2014).

2.3. pPICZa A como vector de expresion

El pPICZa A es un plasmido usado cominmente en P. pastoris debido principalmente a la existencia de
un promotor fuerte AOX1 para regulacién estricta, de expresion inducida por metanol, asi como su
expresion y secrecion de proteinas recombinantes gracias al factor de sefial de secrecion alfa que dirige
a la proteina producida. Cuenta con un gen de resistencia a Zeocina para seleccion, asi como un
Péptido C-terminal que contiene el epitopo c-myc y un tag de histidinas para la deteccién y purificacion
de la proteina de interés (ThermoFisher Scientific, 2015).

Métodos

2.4. Proteina de Fusién

Como producto de la tecnologia recombinante de ADN, las proteinas de fusién o quiméricas se han
desarrollado como biomoléculas novedosas que pueden tener propiedades multi-funcionales. Se
fusionan dos o mas dominios de proteinas obteniendo un nimero de funciones distintas que se derivan
de cada componente agregado. Requiere de dos elementos esenciales, siendo las proteinas de interés
y los linkers (Chen, Zaro, & Shen, 2013). Las proteinas se toman acorde a las funciones que se desean
gue tenga el producto, y el linker que juntara las proteinas es importante ya que puede conllevar a un
mal plegamiento del producto, o bioactividad limitada. Investigaciones experimentales de la preferencia
de residuos de aminoacidos de linkers naturales que se presentan en proteinas multi-dominio (aquellas
gue existen de manera natural) establecen que la prolina (Pro), treonina (Thr) y glutamina (GIn) son los
mas comunes en linkers naturales (Chen et al., 2013). Con la finalidad de incrementar la eficiencia y
actividad catalitica de la proteina de interés, se propone la inserciébn de una proteina de fusién que
consta de dos secuencias idénticas de la proteina, unidas mediante un linker que consta de cinco
aminoacidos, en el siguiente orden: Glutamina (Glu)-Glicina (Gly)-Glu-Gly-Glu, de acuerdo con una
patente correspondiente a una proteina quimérica bifuncional, reportada como proteina
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aldolasa/quinasa (Bastida Codina, lturrate Montoya, & Garcia-Junceda Redondo, 2011). Se toma esta
secuencia de union debido a que ya resulta experimentalmente funcional, y por tanto existe alta
probabilidad de que resulte adecuada para la propuesta descrita.

2.5. Amplificacién del gen de interés

Se eligen las ER acorde al Sitio de Clonacién Mdultiple (MCS) del vector elegido. Dichas enzimas
cuentan con sitios de reconocimiento especificas, asi como una cantidad de nucle6tidos necesarios
para que exista un corte adecuado (Nucleétidos caracteristicos de cada ER con el fin de que presenten
cortes no asimétricos y lleven a cabo su accién de manera mas eficiente, dado por New England
Biolabs). Esto se incluye en el disefio de primers. Los primers se hacen con secuencias previas al codon
de paro con el fin de que durante la traduccién se llegue al codon proporcionado por el tag de histidinas.
Asimismo, se cuida que tengan los nucleétidos necesarios para que se respete el marco de lectura y
exista una fusion del c-myc con la proteina quimérica. La amplificacion se lleva a cabo con PCR
estandar.

2.6. PCR Overlap

Es una variacién de la PCR, util para mutagénesis y splicing de genes. Las PCR iniciales generan
segmentos de genes superpuestos que posteriormente se usan como templado para la creacion de un
producto con longitud mayor. Los primers internos generan términos 3’ complementarios superpuestos
en los amplificados intermedios, y es en este punto que se pueden introducir sustituciones de
nucledtidos, inserciones o deleciones para mutagénesis, o bien, para splicing. Las hebras superpuestas
de estos productos intermedios hibridan en la regién 3’ en una PCR posterior, y se extienden a un
producto de longitud completa (Heckman & Pease, 2007). Los primers disefiados para este paso son
usados con el fin de unir ambas proteinas mediante un linker, descrito en el apartado 2.4.

2.7. Insercién del gen en pPICZa A y transformacion en Escherichia coli

Insercion del producto de PCR en el vector elegido pPICZa A mediante el uso de las ER que comparte
el MCS del vector y el producto a insertar. Analisis de la insercidn para comprobar que se respeta el
marco de lectura y se traduce a la proteina deseada. Se propone una transformacion en células de E.
coli mediante electroporacion con el fin de seleccionar aquellas células en las que se haya insertado el
plasmido exitosamente. Dicha seleccion se basa en la existencia de zeocina en el medio de crecimiento
de las células ya que el plasmido contiene un gen de resistencia a dicho antibiotico; esto se hace con el
fin de obtener multiples copias del pldsmido de interés. La electroporacion es un método de transfeccion
fisico que utiliza un pulso eléctrico para crear poros temporales en membranas celulares con el fin de
gue material como &cidos nucleicos puedan entrar a la célula (ThermoFisher Scientific, n.d.).

2.8. Transfeccion en Pichia pastoris y deteccién de la proteina de interés

El proveedor del vector (https:/tools.thermofisher.com/content/sfs/manuals/ppiczalpha_man.pdf,
ThermoFisher) recomienda la linearizacidon del constructo dentro de la regién 5 AOXI. Se propone el
uso de la ER Pmel con un sitio de reconocimiento ubicado en la posicion 414. Una vez linearizado, se
recomienda la transfeccion en P. pastoris mediante electroporacion. El proveedor recomienda también
la realizacion de SDS-PAGE, Western blot o Ensayo Funcional con el proposito de identificar y confirmar
la expresion de la proteina recombinante correcta (ThermoFisher Scientific, 2015).

2.9. Purificacion de proteina de fusion

Se propone una cromatografia de afinidad con una resina de Niquel (Ni-NTA Agarose). De este modo,
el grupo funcional proporcionado por el tag de histidinas interactia con la columna. La proteina
recombinante se separa del resto de las proteinas al unirse a la resina, mientras que las demas pasan a
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través de la columna. La columna se lava para eliminar interacciones inespecificas y eluir la proteina de
interés mediante competencia con el uso de gradientes de buffer (Bornhorst & Falke, 2000).

3. Resultados

En la Figura 1 se observa la construccion del vector de expresion conteniendo las secuencias idénticas
de la proteina de interés codificada por cel7a unidas mediante el linker, es decir pPICZa A con la
proteina de fusién (para la visualizacién de dicho mapa se utiliza el programa de SnapGene).
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Figura 1. Mapa de restriccion de pPICZa A con proteina de fusién cel7a.

La estructura terciaria de la proteina codificada por el gen cel7a se utiliza para el andlisis posterior de la
estructura y plegamiento de la proteina de fusién descrita en el apartado 2.4. Se utiliza Swiss Model de
Expasy para construir el modelo de la proteina de interés y se realizan modificaciones de color y
visualizacion utilizando Chimera de Resource for Biocomputing, Visualization, and Informatics,
obteniendo el modelo de la Figura 2.

Figura 2. Estructura terciaria de celulosa 1,4-beta-celobiosidasa: en azul, el dominio glucanasa/lectina y en rosa, el
dominio de unién a celulosa.
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La proteina cuenta con dos dominios estructural y funcionalmente diferentes, el de mayor nimero de
aminoacidos, descrito en el apartado 2.1 resulta ser el catalitico y el de menor tamafio es de unién de
celulosa; estos se encuentran unidos por un linker flexible. El sitio activo esta posicionado de tal forma
gue la celobiosa queda encerrada por el tlnel. Se estima que el tinel tiene siete sitios de unién glucosil
(Divne et al., 1994).

La proteina de fusién obtenida se modela con la misma herramienta de Swiss Model, posteriormente
visualizando en Chimera con el fin de analizar el plegamiento y estructura resultante (Figura 3). Se
observa homologia en cuanto a las estructuras secundarias, es decir, hojas plegadas beta y hélices alfa.
Debido al andlisis in silico de dicha proteina, no se puede determinar la estabilidad y funcionalidad de la
misma, sino se toma como base el linker patentado que es caracteristico de mantener la funcionalidad
de cada proteina.

Figura 3. Estructura terciaria de proteina de fusién con dos celulosas 1,4-beta-celobiosidasa, en naranja el dominio
glucanasa/lectina y en amarillo el dominio de unién a celulosa.

La proteina de fusion, representada a manera de recuadros en la Figura 4, se compone de aminoacidos
no pertenecientes a dominio, seguido del dominio glucanasa/lectina tipo Concavalina A (DA),
aminoacidos no pertenecientes a dominio, dominio de unién a celulosa (DC), secuencia del linker,
seguido por el mismo arreglo, correspondiente a la segunda proteina.

| =N | e

Figura 4. Diagrama de la configuracion de la proteina de fusion, sefialando el dominio numéricamente con respecto a la
proteina unidos por linker (L). Los recuadros amarillos son regiones no pertenecientes a dominios.

4. Discusioén

En la Figura 5, se visualiza la sobrepuesta de la proteina original y la de fusion resultante con el fin de
determinar la homologia en cuanto a estructura y plegamiento, mismo dado por el software Chimera.

Figura 5. Representacion de la proteina original sobrepuesta en la proteina de fusion. En azul el DA de la proteina original,
en naranja el DA de la proteina de fusion, en amarillo el DC de la proteina de fusién y en rosa el DC de la
proteina original. A) Se sobrepone la proteina original a la primera proteina, B) se sobrepone la proteina original
a la segunda proteina posterior al linker.
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Se observa que los dominios de la proteina original codificada por cel7a se conservan y pliegan de la
misma forma en la proteina de fusion resultante. Esto sugiere que la actividad catalitica y funcionalidad
se vera conservada igualmente y al tener dominios duplicados, la actividad se vera incrementada. El
nimero de recambio cambia acorde al sustrato utilizado, en este caso, si el nimero es de 4.1 s™* con
celotetraosa como sustrato (NCBI, 2016), se espera que se duplique al tener dos proteinas funcionales.

Mediante el uso de la herramienta Alignment de Expasy, se determina el porcentaje de homologia entre
la proteina original y el constructo obtenido con el fin de analizar los dominios conservados, que al ser
una identidad de >99% indican una probabilidad alta de tener la misma funcién, esto es, la deseada, de
la proteina original (Figura 6).

100.0% identity in 514 residues overlap; Score: 2822.8; Gap frequency: @.8%

Original 1 MYRELAVISAFLATARAQSACTLOSETHPPLTHWQKCSSGATCTOOTESVVIDANWRWTHA
FusionProt 1 MYREKLAVISAFLATARAQSACTLOSETHPPLTWQKCSSGGTCTORTGSVYIDANWRWTHA

P L L T T T R T e e A e O S T ET T

Original 61 THSSTHCYDGNTHSSTLCPDNETCAKNCCLDGAAYASTYOVTTSGNSLSIGFVTQSAQKN
FusionProt 61 THSSTHMCYDGMTHSSTLCPDMETCAKNCCLDGAAY ASTYGWTTSGNSLSIGFVYTOSAQKN

e R R R R R R T T

Original 121 VGARLYLMASDTTYQEFTLLGMNEFS FDVDVSQLPCGLHGALY FYSMDADGGVSEKYFTNTA
FusionProt 121 VGARLYLMASDTTYQEFTLLGNEFSFDVDVSQLPCGLHNGALY FYSMDADGOVSKYFTNTA

B T T T R o T e L e e T e o e B e A A R e e e T o e e e

Original 181 GAKYGTGYCDSQCPRDLKFINGQANVEGWEPSSMNANTGIGEHGSCCSEMDIWEANSISE
FusionProt 181 GAKYGTGYCDSQCPROLKFINGQANVEGWEPSSNNANTGIGGHGSCCSEMDIWEANSISE

e R R R R R R T T

Original 241 ALTPHPCTTVGQEICEGDGCGGTYSDNRYGGT COPDGCDWNPYRLGNTSFYGPGSSFTLD
FusionProt 241 ALTPHPCTTVGREICEGDGCGGTYSDNRYGGTCDPDGCDWNPYRLGNTSFYGPGSSFTLD

T T T T T T LT s I L L T L L L T T R T T A A s

Original 381 TTKELTWWTOFETSGATINRYYVONGVTFOOPNAELGSYSGNELNDDYCTAEEAEFGGSSF
FusionProt 381l TTKELTWWTOFETSGAINRYYVONGVTFOOPNAELGSYSGNELNDDYCTAEEAEFGGESSF

FhdkkckE stk R sk =g s ikhkk wR ok ck e akdokkkw ks hchk =R s hkkw ek dokh®

Original 361 SDKGGLTQFKKATSGGMYLVMSLWDDYY ANMLWLDSTYPTHNETSSTPGAVRGSCS TS50V

FusionProt 361 SDKGOLTOFKKATSEGMYLVMSLWDDY Y ANMLWLDSTYPTHNETSSTRPGAVRGSCSTSSGY
T T T T T T LT s I L L T L L L T T R T T A A s

Original 421 PAOVESQSPNAKVTFSHNIKFGPIGS TGNPSGGNPPGGHPPETTTTRRPATTTGSSPGPTO
FusionProt 421 PAQVESQSPNAKVTFSNIKFGPIGSTGNPSGGNPPGGHNPPOTTTTRRPATTTGSSPGPTO

P L L T T T R T e e A e O S T ET T

Original 481 SHYGQCGGIGYSGPTVCASGTTCOWLMNPYYSQCL
FusionProt 481 SHYGQCGGIGYSGPTVCASGTTCOWLMNPYYSQCL

Fhkkk Bk kR sk kk xR mrhkkaRmkkk xR

Figura 6. Homologia entre la proteina original y la de fusion.

5. Conclusioén

La produccion de bioetanol se ve limitada por el costo y bajo rendimiento de las enzimas utilizadas en la
actualidad por lo que la propuesta de un proteina de fusion basada en la unidn de dos secuencias
idénticas de la misma celulasa mediante un linker que permite el correcto plegamiento y conservacion
de la actividad catalitica con el fin de incrementar la cantidad de producto obtenido a partir de sustrato,
resulta novedoso y atiende la necesidad de incrementar la eficiencia y rendimiento de la enzima
necesaria. La propuesta y analisis in silico requiere de experimentacién y andlisis in vivo con el fin de
determinar la estabilidad y correcta funcionalidad de la proteina de fusién aqui propuesta, obteniendo
datos mas especificos en cuanto al alcance y beneficio que trae a procesos de produccion de bioetanol
y posiblemente una expansion a otras areas.
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