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Resumen:
Las enzimas son proteinas capaces de transformar un sustrato especifico en productos,

acelerando la reaccion quimica. Por ello despiertan gran interés para la industria, y en la
actualidad se utilizan en multitud de procesos. Los microorganismos constituyen la
mejor fuente para su obtencidn, y en la busqueda de nuevas enzimas microbianas
podemos hacer uso de técnicas de metagendémica que nos permitan identificar las

secuencias que las codifiquen.

En el presente Trabajo de Fin de Master se pretende expresar una celulasa (CelB4) y la
caracterizacion de una lipasa (LipD11) obtenidas de metagenotecas de las aguas

termales de Rio Caldo, Lobios, provincia de Ourense.

Por un lado, para la enzima CelB4 por el momento no se ha conseguido ningan clon de
levadura que sea capaz de expresar la enzima. Por su parte, LipD11 ha demostrado ser
una lipasa termoestable, con preferencia por &cidos grasos de 8 carbonos, y que se
puede considerar apta para su uso en la formulacién de detergentes teniendo en cuenta
como su actividad se ve favorecida por la presencia de algunos agentes surfactantes y

detergentes comerciales.

Resumo:
As enzimas son proteinas capaces de transformar un substrato especifico en produtos,

acelerando a reaccion quimica. Por iso despertan grande interese para a industria, e na
actualidade utilizanse en multitude de procesos. Os microorganismos constitlen a
mellor fonte para a sta obtencidn, e na procura de novas enzimas microbianas podemos
facer uso das técnicas de metaxendémica que permitannos identifica-las secuencias que

as codifiquen.

No presente Traballo de Fin de Master preténdese expresar unha celulasa (CelB4) e a
caracterizacion dunha lipasa (LipD11) obtidas de metaxenotecas das augas termais de

Rio Caldo, Lobios, provincia de Ourense.

Por un lado, para a enzima CelB4 polo momento non se conseguiu ningun clon de
Iévedo que sexa capaz de expresa-la enzima. Pola sua parte, LipD11 demostrou ser unha
lipasa termostabel, con preferencia polos &cidos graxos de 8 carbonos, e que podese
considerar axeitada para o seu uso na formulacion de deterxentes tendo en conta como a
sUa actividade vese favorecida pola presenza dalguns axentes surfactantes e deterxentes

comerciais.



Abstract:
Enzymes are proteins which are capable of transforming a specific substrate into

products, accelerating the chemical reaction. That is the reason why they awake such
interest for industry, and nowadays enzymes are used in multiple industrial processes.
Microorganisms constitute the best source for enzyme acquisition, and in the search for
new microbial enzymes we can make use of metagenomic techniques which allow us to

identify the sequences that codify them.

In the present Master’s Dissertation, our goals are the expression of a celulase (CelB4)
and the characterization of a lipase (LipD11) which were both obtained from Rio Caldo,

Lobios, province of Ourense using metagenomics.

On the one hand, we could not manage yet to obtain a yeast clone capable of expressing
the CelB4 enzyme. On the other hand, LipD11 has proven to be thermostable, showing
preference for 8 carbon fatty acids, and it can be considered suitable for the formulation
of detergents, taking into account how the presence of some surfactant agents and

commercial detergents promote its activity.



1. Introduccion

1.1. ;Qué es una enzima y por qué son interesantes para la industria?

Una de las condiciones para que la vida tenga lugar es que un organismo ha de ser capaz
de catalizar reacciones quimicas de manera eficiente y selectiva. Para ello existen las
enzimas, que con la excepcion de los RNA cataliticos, son en su mayoria proteinas
capaces de transformar un sustrato especifico en productos, acelerando tremendamente
la reaccion quimica. Funcionan ademas en condiciones poco agresivas a diferencia de

otros catalizadores quimicos o sintéticos (Nelson & Cox, 2018).

Teniendo en cuenta estas caracteristicas, es comprensible que despierten gran interés
por parte de la industria ya que suponen un ahorro energético y econémico. Se ha
Ilegado a decir que en la industria, para cada proceso que incluya al menos una reaccion
quimica, se podria introducir una enzima (Rodriguez Alegria & Castillos Rosales,
2014).

Los estudios realizados durante el siglo XX, que determinaron la naturaleza de las
enzimas como proteica, asi como el desarrollo de técnicas para su analisis y purificacién
fueron clave para su introduccion en la industria, tanto para su produccion como uso
(Polaina & MacCabe, 2007).

Aunque en algunos casos las enzimas han sido utilizadas desde la antigiiedad, como es
el caso del cuajo en la produccion de queso (Fox et al., 2017), en 1833 Anselme Payen
puso a la venta la diastasa (Payen & Persoz, 1833), y en 1914 las enzimas fueron
incluidas por primera vez en un detergente por parte de industrias R6hm, no fue hasta
los afios 60 cuando se comenzd su produccién a escala industrial por parte de Novo
Industries (Rodriguez Alegria & Castillo Rosales, 2014).

Desde entonces, algunas de las enzimas que han sido utilizadas en la industria son:

e Pectinasas en el procesado de la fruta para obtener un mayor rendimiento en la
obtencion de zumos (Sakai et al., 1993).

e Lactasa en la industria lactea, para la produccion de leche sin lactosa (Dekker et
al., 2019).

e Bromelina en la industria cérnica, para obtener carnes mas tiernas (Arshad et
al., 2014).



e Papainas también en la industria carnica, con el fin de ablandar las carnes
(Fernandez-Lucas et al., 2017).

1.2. ;Cuales son las distintas fuentes de enzimas?

Las enzimas pueden tener un origen animal (cuajo animal, Fox et al., 2017), vegetal
(bromelina, Arshad et al., 2014) o microbiano (ejemplos Tabla 1). Dado que los
microorganismos pueden ser cultivados en cantidades relativamente grandes y periodos
de tiempo cortos, son ideales como fuente de enzimas y para su produccion industrial.
Ademas, con tecnologias de DNA recombinante, podemos expresar enzimas de origen
animal o vegetal en microorganismos, con las ventajas que esta tecnologia implica
(Hatti-Kaul, 2009).

Algunas de las enzimas que son obtenidas de microorganismos y su aplicacion en la

industria se muestran en la Tabla 1.

Tabla 1: Aplicaciones industriales de enzimas microbianas (Singh et al., 2016).

Industria Enzima Funcion Microorganismo
Léactea Lipasa Maduracion queso Aspergillus niger
Proteinasas Coagulacion de la leche Aspergillus sp.
Lactasa Reduccion de la lactosa en | Escherichia coli
leche .
Kluyveromyces lactis
Panificadora | Amilasa Ajustes en la harina Aspergillus sp.
Bacillus sp.
Xilanasa Acondicionamiento de la | Aspergillus niger
masa
Papelera Lacasa Deslignificacion, Bacillus subtilis

blanqueamiento

Celulasa Destintado Bacillus sp.

Aspergillus niger

Xilanasa Blanqueamiento Trichoderma reesei

Detergentes | Amilasa Manchas de carbohidratos | Aspergillus sp.

Bacillus subtilis

Lipasa Manchas de grasas Aspergillus oryzae

A. flavus




Proteasa Manchas proteicas Aspergillus oryzae

Bacillus subtilis

Cosmética | Superoxido Eliminacion de radicales | Corynebacterium
dismutasa libres glutamicum

Lactobacillus
plantarum

Proteasa Eliminacion de piel muerta | Aspergillus niger
Aspergillus flavus

Bacillus subtilis

Lacasa Tincion capilar Bacillus subtilis

Trametes versicolor

Aunque los microorganismos sean la solucion ideal para la produccion de enzimas a
nivel industrial, no todos los microorganismos son cultivables en condiciones de

laboratorio.

Entre estos microorganismos no cultivables estan aquellos que se pueden encontrar en
ambientes extremos, los cuales pueden contener enzimas que resulten interesantes. Un
ejemplo serian los que viven en aguas termales a altas temperaturas (mas de 70°C). Las
enzimas de estos microorganismos pueden resultar atractivas ya que seran altamente
termoestables, pudiendo soportar temperaturas de reaccion mas altas de lo normal
durante periodos de tiempo méas largos sin desnaturalizarse. Para el estudio de estas
enzimas podemos utilizar técnicas de metagendmica que se describirdn mas

detalladamente en el apartado 1.4 de esta introduccion.

Un ejemplo de lo utiles y/o revolucionarias que pueden llegar a ser las enzimas
termoestables es la Taq polimerasa, obtenida del termofilo Thermus aquaticus. El
impacto de esta enzima se debe a la manera en la que simplificé el procedimiento de
amplificacion de DNA in vitro (Saiki et al., 1988). Este descubrimiento le vali6 a Kary
Mullis el premio Nobel de quimica en 1993 (Nobel Prize Organisation, 2019) ademas
de los casi 2.000 millones de délares en royalties que ha generado la patente de la

técnica para los duefios de esta, un éxito rotundo (Fore Jr et al., 2006).




1.3. Celulasas y Lipasas:

Las enzimas con las que se ha desarrollado el presente trabajo de fin de méaster son una
celulasa y una lipasa obtenidas mediante metagendmica funcional a partir de muestras
de aguas termales. Antes de entrar en materia para explicar el trabajo desarrollado, se

proporcionard un marco tedrico mas detallado acerca de estos dos tipos de enzimas.

1.3.1. Celulasas:

Llamamos celulasas al grupo de enzimas que rompen el enlace B-1,4 glicosidico. La
actuacion secuencial de este grupo de enzimas, consistente en 3 distintas, permite la
degradacion del biopolimero de celulosa a azUcares simples como monomeros de
glucosa. En primer lugar se requiere de la accion de las endoglucanasas, que rompen las
uniones internas de las moléculas de glicano, dando como producto celooligosacaridos.
La accion de la siguiente enzima, la celobiohidrolasa (CBH), permite obtener a partir
del anterior producto moléculas de celobiosa, que acabara por dar monomeros de
glucosa gracias a la dltima enzima, la B-glucosidasa. Asi, partiendo de un biopolimero
como es la celulosa, obtenemos finalmente azlcares simples y facilmente fermentables

(Potprommanee et al., 2017).

Teniendo en cuenta el producto que se obtiene, es entendible el interés que puedan
despertar por parte de la industria relacionada con los combustibles, por ejemplo, ya que
facilitaria la produccion de bioetanol (Potprommanee et al., 2017), o también la
industria papelera, que utiliza las celulasas debido a las modificaciones beneficiosas que

esta realiza sobre los materiales celulosicos (Cadena, 2009).

Por ultimo, el interés que generan las celulasas termoestables se debe a que la hidrdlisis
de polimeros de celulosa ocurre generalmente a temperaturas que estan entorno a los
50°C. Con enzimas no termoestables, tenemos un rendimiento en la hidrélisis mas pobre
a estas temperaturas, con las consecuencias que esto tenga para los procesos en los que

las celulasas sean integradas en las industrias interesadas (Patel et al., 2019).

1.3.2. Lipasas:
Las lipasas son aquellas enzimas capaces de catalizar la hidrolisis de triglicéridos a
glicerol y acidos grasos. Segun la posicion en la que la hidrdlisis tenga lugar, decimos

que se trata de:



e Lipasa no especifica: hidroliza el triglicérido a glicerol y acidos grasos, con di- y
mono- acilglicerol como intermediarios.

e Lipasa 1,3 especifica: capaz de liberar los acidos grasos de las posiciones 1y 3
de triglicéridos

e Lipasa especifica de acidos grasos: hidroliza ésteres con &cidos grasos de cadena

larga.

Este tipo de enzimas despierta gran interés en la industria de los detergentes, ya que su
adicion a éstos proporciona una mayor capacidad para eliminar manchas dificiles, y
ademas son mas respetuosos con el medio ambiente que ciertos componentes mas
agresivos que puedan contener los detergentes. En la industria farmacéutica pueden ser
utilizadas en la produccion de antioxidantes, o con fines diagndsticos como es el caso de
la tuberculosis. También son empleadas en la industria alimentaria para la eliminacion

de grasa en la leche o la maduracion de los quesos (Javed et al., 2018).

Finalmente, cabe sefialar que la termoestabilidad en lipasas es un requerimiento para la
excelencia en su aplicacion industrial, ya que le permitiria a la enzima soportar
temperaturas mas altas que tal vez sean necesarias en procesos industriales, resistiendo

mas que las enzimas procedentes de organismos mesofilos (Shariff et al., 2011).

1.4. Técnicas metagenOdmicas para el estudio de enzimas de interés

Previo a los experimentos realizados en el presente Trabajo de Fin de Master, se llevd a
cabo la recoleccion de muestras, que consisten en aguas procedentes de la fuente termal
de Rio Caldo, Lobios, provincia de Ourense, Galicia, Espafia. De estas aguas se realiz6
un estudio metagendmico para identificar enzimas con actividad de interés industrial. Se
construyé una libreria metagenomica con fosmidos, y posteriormente se realiz6 un
cribado funcional, con el fin de detectar actividades enzimaticas de interés (Knapik et
al., 2019). La actividad de la endocelulasa se detectd en placas de cultivo en presencia
del sustrato carboximetilcelulosa mientras que para la actividad lipolitica se empled el
sustratro tributirina. En ambos casos se obtuvieron clones positivos que fueron
subclonados en el plasmido pJET1.2 (Figura 1). Para este trabajo se dispuso del clon
con el gen de la endocelulasa en el plasmido pJET1.2 con el objetivo de subclonarlo en
un plasmido de expresion de levaduras. Por otra parte, el gen de la lipasa fue clonado en
el plasmido YEpFLAG-1 (Figura 1) y expresado usando como hospedador la levadura

Saccharomyces cerevisiae BJ3505. El plasmido YEpFLAG-1 presenta una sefial de



secrecion que dirige la lipasa al medio extracelular. En el presente trabajo se utilizé el

ultrafiltrado del medio de cultivo para caracterizar bioquimicamente la lipasa.

2. Objetivos

El presente Trabajo de Fin de Master esta dividido en dos objetivos:

-Expresion en levaduras de la endocelulasa CelB4 aislada de una fuente termal mediante

metagendmica funcional.

-Caracterizacion bioquimica de la lipasa LipD11 obtenida a partir de una metagenoteca

de aguas termales y expresada heter6logamente en levaduras.

3. Material y Métodos

3.1. Material bioldgico

Microorganismos:

Escherichia coli ECOS™ Blue [recAl endAl gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44
relAl lac [F'proAB laclqgZDM15 Tn10 (Tetr)]], (suministrada por Galmedic):
esta cepa fue utilizada para la propagacion del vector de expresion YEpFLAG-1
(Figura 1), ya que la extraccion de DNA plasmidico en levaduras tiene un
rendimiento mucho mas bajo y obtenemos menos DNA. Las incubaciones para
este microorganismo se realizaron a 37°C.

Saccharomyces cerevisiae BJ3505 [pep4:: HIS3, prb-41.6R HIS3, lys2-208,
trpl-4101, ura 3-52, gal2, canl] (Eastman Kodak Company): esta cepa de
levaduras fue utilizada para recombinar el vector de expresion YEpFLAG-1 con
el gen de la endocelulasa CelB4 con el objetivo de expresar el gen de manera
heter6loga. Es una cepa auxoétrofa para el triptéfano, pero al transformarla con
este vector, puede crecer en el medio CM-Trp descrito mas adelante. Las
incubaciones de este microorganismo se realizaron a una temperatura de 30°C, y
con agitacién para los medios liquidos.

Escherichia coli Epi300 [F-mcrd A(mrr-hsdRMS-mcrBC) ¢80dlacZAM15
AlacX74 recAl endAl araD139 A(ara, leu)7697 galU galK A-rpsL nupG trfA
dhfr], (Epicentre): esta cepa era la que contenia el gen CelB4 de la endocelulasa
en el vector pJET1.2 (Figura 1). Con este material se realizd una extraccion de
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DNA con el kit que se indica méas adelante, para conseguir suficiente DNA con

el que realizar una PCR.

Vectores:

pJET1.2 (ThermoFisher): este plasmido es un vector portador del gen de la

endocelulasa CelB4 (Figura 1).

Thermo Scientific™ CloneJET™ vector map | veomaes mzosen  Fiiaziisg

PT7 D Notl
Eco521
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£

big
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Neol

Bsuisl

rep (pMB1)

Figura 1: mapas del vector pJET1.2 y el vector de expresion YEpFLAG-1 extraidos de las respectivas
casas comerciales(Sigma Aldrich, n.d.; ThermoFisher Scientific - UK, n.d.).

YEpPFLAG-1[amp" ori 2u FLAG TRP1] (Eastman Kodak Company): es el vector
de expresion empleado para intentar clonar CelB4 mediante recombinacion
homologa y expresar la enzima en la cepa de levadura BJ3505. Para transformar
la cepa de Saccharomyces BJ3505 se linearizo6 el plasmido con las enzimas de
restriccion Xho 1y Sal | (Takara), utilizando un buffer que fuera compatible para

las dos enzimas.

3.2. Medios de cultivo

LBA (Luria-Bertani; 1% bactotriptona, 0.5 % extracto levadura, 0.5 % NaCl):
este medio se utilizd para crecer las bacterias ECOS Blue transformadas.
Contiene el antibiotico ampicilina 100 mg/L, que se le afiade tras autoclavar el
resto de componentes y dejar enfriar la mezcla por debajo de los 65°C.

CM-Trp (Zitomer & Hall, 1976): el medio CM-Trp es un medio completo sin
triptéfano que se utilizé para crecer selectivamente a las levaduras de la cepa
BJ3505 de S. cerevisiae (auxotrofas para el triptéfano) que fueron transformadas
con éxito. Ademéas de aminoéacidos (salvo el triptéfano) y glucosa, contiene

YNB como fuente de nitrégeno, vitaminas y elementos traza (Zitomer & Hall,
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1976), que se autoclava por separado y se afiade a la mezcla en condiciones
estériles y a una temperatura menor a 60°C.

e CM-Trp+CMC: Este medio fue utilizado para crecer de manera selectiva a
aquellas levaduras que expresan la enzima endocelulasa CelB4. Presenta la
misma composicion que el CM-Trp con la excepcion de que se sustituye la
glucosa al 2% como fuente de carbono por la carboximetil celulosa (CMC) al
2%.

e YPHSM (1% extracto levadura, 8% bactopeptona, 1% glucosa, 3% glicerol): fue
empleado como medio de alta estabilidad para la expresion de la proteina

heterdloga en levaduras.

Todos los medios de cultivo se prepararon en agua destilada, afiadiendo 1,5% de
agar cuando se necesito preparar medios sélidos. Asi mismo, todos los medios se

esterilizaron en un autoclave durante 20 minutos a 121°C y 2 Ba de presion.

3.3.PCR
Se utilizé la PCR para amplificar el gen de la endocelulasa CelB4 a partir del plasmido

pJET1.2 que lo contenia. Los oligonucleotidos utilizados fueron:

e CelRecF: AAAGAAGAAGGGGTACCTTTGGATAAAAGAATGAGTACTC
ATGGTTTACAA

e CelRecR2: TGGGACGCTCGACGGATCAGCGGCCGCTTAATCAGGGCGA
GCAGTTGTTGA

Las bases resaltadas en amarillo son las que recombinan con el plasmido YEpFLAG-1,

mientras que el resto es la zona que sirve para amplificar la endocelulasa.

Phusion Polymerase: Para las reacciones de amplificacion de DNA se utilizo la
polimerasa de alta fidelidad Phusion High Fidelity DNA Polymerase de ThermoFisher.

Para realizar la PCR, 20 ng de DNA molde (pJET1.2 conteniendo el gen de la CelB4) se
incubaron con 3 microlitros de cada uno de los cebadores (a una concentracion de 10
pMoles/microlitro), 2 microlitros de dNTPs 0,25 mM, 4 microlitros de tampon 5X de la
polimerasa, 2 microlitros de la polimerasa y se afiadio agua hasta un volumen final de

20 microlitros.

Se empled el siguiente protocolo de la PCR: etapa inicial de desnaturalizaciéon a 94°C

durante 5 minutos y posteriormente, 30 ciclos con una desnaturalizacién inicial a 94°C
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de 1 minuto, hibridacion a 65°C por 1 minuto y elongacion a 72°C durante 1 minuto.

Tras los 30 ciclos, se realiz6 una elongacion final a 72°C durante 10 minutos.

Se realizd una purificacion del producto de la PCR para eliminar los restos de cebadores
y nucleotidos que pudieran quedar, usando el GeneJET Gel Extraction Kit de la casa
comercial ThermoFisher. Se siguieron las instrucciones del proveedor. El resultado de

la PCR se verificé mediante electroforesis en gel de agarosa.

3.4. Transformacion de levaduras y bacterias

e Levaduras:

Para la transformacion de la cepa de levadura BJ3505, previamente se linearizo el
plasmido YEpFLAG-1 mediante digestion enzimatica, para la que se utilizaron las
enzimas Xho |y Sal I. La mezcla consistio en 11,5 uL. de YEpFLAG-1, 1 uL de Xho
I, 1 uL de Sal T'y 1,5 uL de tampén 10XA, que es compatible con las dos enzimas.
Esta mezcla se dejé incubar a 37°C durante 2 horas, para finalmente proceder a
transformar las levaduras BJ3505 (previa comprobacién de la correcta linearizacion
en un gel de agarosa), dejando incubar 50 puL de células de levadura competentes
con 3 pL de producto de la PCR de CelB4 y 2 uL de YEpFLAG-1. Para la
preparacion de las células de levadura competentes asi como para la transformacion
de las mismas se siguié el protocolo del kit de transformacion Frozen-EZ Yeast
Transformation Il de Zymo Research. Las células transformadas se sembraron en
placas CM-Trp, y se dejaron crecer durante 48-72 horas a 30°C. De la misma
manera se elaboré un control negativo que consistio en transformar las levaduras

unicamente con el YEpFLAG-1 linearizado.

Con este procedimiento, se busca que la maquinaria de recombinacién de las

levaduras incorpore el producto de la PCR en el plasmido YEpFLAG-1.
e Bacterias:

Las bacterias competentes ECOs'™ Blue fueron transformadas utilizando el DNA
extraido de las levaduras que crecieron en medio CM-Trp resultado del proceso de
transformacion. Se procede de la misma manera que con las levaduras, tras
descongelar las celulas en hielo, se les afiadio el DNA, se dejo incubar durante 10
minutos en hielo y se les aplicd un choque térmico a la mezcla (42°C 90 segundos).

Tras el choque térmico se dejaron las células en hielo 5 minutos y se les afiadio
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medio LB para posteriormente incubar las células durante una hora a 37°C.
Finalmente las células se sembraron en placas LBA y se incubaron a 37°C durante
24 horas.

Se realiza este paso a causa de que la extraccién de DNA para levaduras tiene un

rendimiento mas bajo, y de esta forma obtener mayor cantidad.

3.5. Geles de agarosa

Se prepararon geles de agarosa al 0,7% para verificar la clonacion del plasmido
(YEpFLAG-1) con el inserto (CelB4) asi como para comprobar los resultados de la
amplificacion del gen CelB4 mediante PCR. EI marcador utilizado en estos geles fue el
GeneRuler 1 kb DNA Ladder de Fermentas. Los geles de agarosa al 0,7% se realizaron
usando el tampon Tris-EDTA-Acetato (Tris 0,04 M, EDTA 1mM, acetato sddico 20
mM, &cido acético 30 mM). Las electroforesis se realizaron a un voltaje de unos 60 mV
por espacio de 1 hora aproximadamente. La composicién del tampdn de carga 10x fue
la siguiente: 0,25% de azul de bromofenol, 0,25% de xilen-cianol y 30% de glicerol en
1XTE. Como agente intercalante para tefiir los &cidos nucleicos se empled el GelGreen
de la casa comercial Biotium. Para visualizar las muestras se utiliz6 el aparato Gel Doc
XR+ System (BioRad).

3.6. Métodos de extraccion de DNA:
Se utilizo el kit comercial GeneJet Plasmid Miniprep Kit de ThermoFisher siguiendo

las instrucciones del proveedor.

3.7. Obtencion de extracto crudo de levaduras

Para la obtencion de extractos crudos de levaduras se utilizo un método mecénico:
rotura por agitacion en voértex con perlas de vidrio. Se empled un tampdn de extraccion
cuyos componentes favorecen la solubilidad de las proteinas para evitar la
desnaturalizacion y agregacion (Tris-HCI 0,2 M, pH 7,8; (NH,4).SO,4 0,3 M, MgCl; 10
mM, EDTA 1mM, glicerol 10%).

Se utilizé un cultivo de levaduras en medio liquido YPHSM de 72 horas de edad. El
cultivo fue centrifugado a 7000 rpm durante 10 minutos. Se realiz6 un lavado con
tampon de extraccion frio, se volvieron a centrifugar y se resuspendieron en 1 mL de
tampon de extraccion. Se afadieron perlas de vidrio y se aplicaron 10 pulsos de 20
segundos en el vortex con pausas de 20 segundos en hielo entre cada pulso. Se
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centrifugd la mezcla a 8000 rpm durante 15 minutos para separar los restos celulares y
las perlas de vidrio y se extrajo el sobrenadante cuidadosamente con ayuda de una

micropipeta.

3.8. Métodos de deteccion de actividad endocelulasa

De los candidatos que crecieron en medio CM-Trp, se seleccionaron 6 a los cuales se les
realiz6 una extraccion de DNA con el Kit comercial GeneJet Plasmid Miniprep Kit de
ThermoFisher siguiendo las instrucciones del proveedor, para a continuacion
transformar bacterias ECOs™™ Blue, crecerlas en medio LBA y realizar de nuevo una
extraccion de DNA. Se realiz6 un gel de agarosa de la manera descrita previamente para
comprobar cuales de esos 6 candidatos habian incorporado el plasmido YEpFLAG-1
con el gen CelB4. En base a este criterio, se seleccionaron 2 candidatos, con los que se

Ilevaron a cabo las pruebas de actividad endocelulasa.
e Prueba de actividad con el sustrato AZCL-He-Cellulose:

Se utilizd el sustrato en cuestion en una disolucion acuosa al 0,75%. Se mezclaron
250 pL de disolucion de sustrato, 15 uL de extracto crudo y 85 uL de citrato sédico
(200 mM, pH 5,5). Los tubos se incubaron durante 30 minutos a 30°C con agitacion
para posteriormente realizar la medida de la absorbancia a A = 590 nm, utilizando

como blanco un pocillo sin extracto crudo.
e Prueba de actividad endocelulasa por determinacion de azucares reductores:

Este método (Bernfeld, 1951) determina la cantidad de azucar reductor liberado del
sustrato CMC (carboximetilcelulosa) preparado al 2% en agua bidestilada. Se
mezclan 100 uL de extracto crudo con 150 uL de buffer Mclllvaine a pH 6,5 [0.2 M
Na,HPO, (A), 0.1 M é&cido citrico (B). El pH 6.5 se ajusta por la adicion de (B) a
(A) a 65°C] y con 250 pL de sustrato (CMC 2%), se incuban durante 30 minutos a
37°C. Posteriormente, se mezclan 0,5 mL de muestra con 0,5 mL de reactivo DNS
(&cido 3,5-dinitrosalicilico al 1%, tartrato Na-K-4H,0 al 30%, y NaOH 0,4 M), y se
coloca la muestra 5 minutos a 100°C. Al mismo tiempo se prepara un blanco en el
gue la muestra es sustituida por agua destilada. Tras la reaccion, se deja enfriar la
mezcla a temperatura ambiente, se diluye con 5 mL de agua destilada, y se mide la

absorbancia a A = 540 nm. Se realiz6 un calibrado con diluciones preparadas que
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tenian concentraciones crecientes de glucosa (de 0,25 mg/ml a 2,5 mg/ml) para asi

construir una curva patron.
e Prueba de actividad endocelulasa con Congo Red:

Para esta Ultima prueba, se seleccionaron 90 candidatos de la placa de levaduras
transformadas con el YEpFLAG-1. Cada candidato fue sembrado por duplicado, en
una placa CM-Trp en la que la fuente de carbono es CMC (CM-Trp+CMC), y en
una placa CM-Trp normal. Se sembraron 30 candidatos por placa, usando tres
placas de cada tipo. Tras 72 horas en las placas CM-Trp+CMC se eliminan las
colonias lavandolas con agua destilada y se afiade Rojo Congo 0,5%, dejandolo
incubar un méximo de 15 minutos, tras lo que se realizan lavados sucesivos con
NaCl 1M. Se prepar6 también un control positivo utilizando una placa CM-

Trp+CMC y una celulasa comercial (Sigma-Aldrich).

3.9. Métodos de caracterizacion de lipasa
Esta segunda parte experimental del presente Trabajo de Fin de Master consistio en la

caracterizacion de una lipasa por medio de ensayos de estimacion de actividad lipolitica.
e Reaccion estandar:

La reaccion para estimar la actividad lipolitica consisti6 en un ensayo
espectrofotométrico en el que se empled el p-nitrofenil dodecanoato o laurato
(pPNP12) como sustrato, siguiendo el procedimiento descrito por (Fucifios et al.,
2005). Utilizando una disolucién madre de pNP12 25mM en etanol, se mezclaron
en tubos de Eppendorf 320 uL del tampon de reaccion (Tris HCI 50 mM, pH 8,5 con
CaCl; 40 mM) y 40 pL de la solucién madre de sustrato, dejando incubar los tubos 5
minutos a 60°C. Pasado este tiempo, se afiaden 40 uL del extracto enzimatico y se
deja incubar 20 minutos a 60°C. A continuacion se afiade 100 uL de Na,COs frio
con el fin de desnaturalizar la enzima, y se colocan los tubos durante 10 minutos en
un bafio de hielo. Se clarifica la muestra por centrifugacion durante 10 minutos a
13.000 rpm, y se realiza la lectura de la absorbancia de 200 pL a A = 400 nm con un
lector de microplacas Sinergy H1 Hybrid Multi-Mode Reader (BioTek). Para el

blanco se intercambi0 la enzima por agua bidestilada.

e Determinacion de la estabilidad térmica de la lipasa:
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Se probo la estabilidad térmica de la lipasa a distintas temperaturas durante periodos
de tiempo crecientes. Se incubd el extracto enzimatico a 80°C durante 5, 10, 15, 20,
30 y 45 minutos, a 85°C durante 2, 4, 6, 8, 10, 15y 20 minutos y a 90°C durante 1,
2, 3,4,5, 10 y 15 minutos. Se prepard un tiempo cero y las muestras se realizaron
por triplicado. Tras la incubacién en bloque térmico las muestras se ponen en hielo
hasta la posterior determinacion de la actividad enzimatica mediante el método

estandar de actividad lipolitica.
e Determinacion de la temperatura 6ptima de la lipasa:

Para establecer la temperatura optima de la lipasa se emple6 el procedimiento
habitual pero realizando las medidas de actividad lipolitica a diferentes
temperaturas: a 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75y 80°C. Las muestras se prepararon por

triplicado.

e Determinacion de la especificidad de la lipasa frente a distintos sustratos p-

nitrofenil ésteres:

En esta prueba se utilizaron 20 sustratos p-nitrofenil preparados por la empresa
Galchimia (O Pino, A Corufia) a una concentracion de 0,2 mM, Se utilizo el tampon
de reaccion suplementado al 0,1% con goma arabica y al 1% con CHAPS para
minimizar la autohidrolisis de los sustratos. Para esta prueba se utilizaron 8 uL de
sustrato y 352 uL de tampdn suplementado, y se midi6 la actividad enzimatica a
40°C. Se prepar6 un blanco para cada sustrato sin la enzima. Las medidas se

realizaron por triplicado.
e Determinacion de la influencia de iones metélicos:

Para esta medida se probaron los iones MgCl,, MnCl,, ZnSO, y NiCl, a
concentraciones 0,1, 1 y 10 mM. Se prepararon las muestras por triplicado y un
blanco para cada caso en el que se sustituia la enzima por agua bidestilada. No se
incluyo el CaCl, porque ya estd presente en el tampdn utilizado para medir la

actividad.
e Determinacion de la influencia de surfactantes:
En este caso se utilizaron los agentes surfactantes SDS, CHAPS, Tween 20 y Triton

X-100 a concentraciones 0,1, 1 y 10% v/v para los liquidos y 0,1, 1 y 10 mM para
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los sélidos. Se dejé incubar la enzima con el buffer y el agente surfactante durante 1
hora a 30°C, usando como control la enzima en buffer sin agentes. Las muestras se
realizaron por triplicado y se prepard un blanco para cada caso en el que la enzima

fue sustituida por agua bidestilada.
e Determinacién de la estabilidad frente a detergentes comerciales:

Se utilizaron 4 detergentes comerciales distintos: Dixan Aromaterapia, Jabén de
Marsella de Eroski, Vanish Oxiaction Crystal White y Somat 8 Acciones. Los
detergentes solidos se preparan a una concentracion final de 7 mg/mL, mientras que
los liquidos se diluyen 100 veces, utilizando en ambos casos el tampon de reaccion.
Los detergentes pueden contener enzimas, de modo que para evitar que la actividad
de éstas afecte a los resultados, se colocan los tubos en un bafio a 80°C durante 30
minutos para inactivar las enzimas del detergente. A continuacion se afiade el
extracto enzimatico de la lipasa y se deja incubar 1 hora a 30°C, para
posteriormente medir la actividad utilizando el procedimiento habitual. Se utilizan
como controles la enzima incubada sin detergentes y cada detergente sin enzima.

Las muestras se prepararon por triplicado, asi como el tubo control con la enzima.

e Determinacion de la capacidad para eliminar manchas:
Se utilizaron 4 piezas de algodon limpias (4 cm x 4 cm) que se ensuciaron con 100
uL de chocolate con leche. Las piezas se lavaron de manera independiente durante
una hora en un vaso de precipitados con un agitador magnético para simular una
lavadora, en 100 mL de agua del grifo. El primer vaso contenia Unicamente agua del
grifo, el segundo detergente mas la enzima lipasa, el tercero solo detergente, y el
cuarto detergente con las enzimas inactivadas suplementado con la enzima lipasa. El
detergente se afiadié de manera que quedara diluido 100 veces. Se afiadieron 226 L
de enzima en los casos correspondientes para que quedara en 500 U/mL. Tras una

hora de lavado, se retiran las piezas, se aclaran con agua del grifo y se secan.

4. Resultados y Discusion

4.1. Expresion de CelB4 en levaduras
Para la primera parte del presente Trabajo de Fin de Master, la transformacion de la

cepa Saccharomyces BJ3505 fue exitosa, habiendo crecido colonias en el medio CM-
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Trp para las levaduras transformadas con YEpFLAG-1 y el producto de PCR de CelB4,
mientras que para el control negativo de levaduras transformadas solo con YEpFLAG-1
linearizado apenas crecieron colonias. Dado el gran nimero de colonias obtenidas, se
quiso verificar con las enzimas de restriccion Cla |y Sal |, con posterior visualizacion
en geles de agarosa al 0,7%, si 6 candidatos seleccionados al azar, de los cuales solo 4
crecieron en el medio LBA al transformar bacterias con el DNA extraido de las
levaduras, habian incorporado exitosamente el vector y el inserto. Los resultados
obtenidos (Figura 1) no se pueden considerar exitosos, ya que la digestion con Cla |
debia haber dado una banda de 7511 pb y otra de 753 pb, mientras que para Sal | se

esperaba obtener una Unica banda de 8264 pb.
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Figura 1: Digestion de YEpFLAG-1+inserto con Sal | (A) y Cla | (B) de los candidatos 1, 2, 4 y 5. El primer
pocillo con muestra en ambos geles (MW) es el marcador GeneRuler 1 kb DNA Ladder de Fermentas.

Dado que los resultados obtenidos en las pruebas con enzimas de restriccion no fueron
concluyentes, se decidio realizar pruebas para detectar la actividad enzimatica con los

candidatos obtenidos en la transformacion.

Sin embargo, no se pudo detectar actividad endocelulasa a lo largo de las tres pruebas
distintas realizadas. Para la prueba con el sustrato AZCL-He-Cellulose no se pudo
detectar  actividad ya que las  medidas
espectrofotométricas no presentaban cambios notables

entre las muestras y el blanco utilizado.

En el segundo intento, con la prueba de deteccion de
azucares reductores, tras el proceso de incubacion no

se apreciaba el cambio de color que realiza la mezcla

al haber azlcares reductores libres. Con la medida

Figura 2: Placas de CM-Trp+CMC sembradas con 30 candidatos, tefiidas
con Rojo Congo, con posibles candidatos que tal vez expresen la enzima
CelB4 (circulos azules)
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espectrofotométrica tampoco se apreciaba cambio alguno en la muestra con respecto al

tubo blanco.

En la ultima prueba realizada para detectar actividad endocelulasa, utilizando una
tincion de Rojo Congo, y tras dejar las placas mas de una semana destifiendo, se
pudieron observar unos pequefios halos en las posiciones de algin candidato (Figura 2).

Esto nos hizo pensar que tal vez esos candidatos puedan expresar la enzima en cuestion.

Sin embargo, por el momento, no se pudo confirmar si estos candidatos expresan o no la

enzima CelB4 ni si presentan el plasmido con el inserto correctamente clonado.

Aunque por ahora no hemos sido capaces de identificar ningin candidato con el
plasmido y el inserto clonado, el hecho de no haber obtenido ningun candidato que
exprese la enzima puede deberse a que esta enzima no se expresa correctamente en
levaduras, aunque esta hipétesis esta pendiente de verificar hasta encontrar un candidato
gue contenga el vector con el inserto correctamente clonado y determinar la presencia o

ausencia de actividad celulasa.

4.2. Caracterizacion de la lipasa

A la espera de verificar algun candidato positivo de la endocelulasa y dado que habia
posibilidades de que no se consiguiese expresar adecuadamente en levaduras, se decidio
caracterizar una lipasa obtenida mediante metagendémica funcional de aguas termales
que se disponia en el laboratorio de Bioquimica y Biologia Molecular. Al igual que lo
que se intentd hacer con la endocelulasa, esta lipasa se habia clonado en el vector
YEpFLAG-1 y expresado correctamente en levaduras. Como se ha comentado
previamente, el vector YEpFLAG-1 presenta una sefial de secrecion que dirige la
expresion del gen hacia el medio extracelular. En este trabajo se utiliz6 un medio de

cultivo concentrado por utrafiltracion para caracterizar a la enzima.
e Determinacion de la estabilidad térmica:

Se testd la estabilidad térmica de la enzima a tres temperaturas distintas durante
periodos de tiempo crecientes. Los célculos realizados permitieron representar el
porcentaje de actividad con respecto a la actividad inicial a tiempo cero que se

consideré como el 100% (Figura 3).
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Figura 3: Medida de la termoestabilidad de la lipasa, expresada en % con respecto a la actividad inicial
registrada

En la grafica superior (Figura 3) podemos observar como la actividad lipolitica
disminuye con el paso del tiempo, siendo el descenso mucho mas drastico cuando se
expone a temperaturas muy elevadas, como a 90°C. Esto se debe a una
desnaturalizacion de la enzima dada la exposicion a altas temperaturas durante periodos

prolongados en el tiempo.

En trabajos similares llevados a cabo por otros autores, por ejemplo el llevado a cabo
por Royter y colaboradores (Royter et al., 2009) con las enzimas lipasas de
Thermoanaerobacter thermohydrosulfuricus SOL1 y Caldanaerobacter subterraneus
subespecie tengcongesis, la lipasa del primero es mas termoestable que la nuestra,
manteniendo hasta un 60% de actividad residual después de 50 minutos de incubacion a
90°C. Por otro lado, la lipasa de C. subterraneus susbp. tengcongensis, tras 10 minutos
de incubacion a 90°C pierde toda la actividad, mientras que nuestra lipasa, tras 15

minutos todavia presenta alrededor de un 20% de actividad.
e Determinacion de la temperatura 6ptima de la lipasa:

Se realizaron medidas de la actividad a distintas temperaturas para determinar la

temperatura 6ptima para el funcionamiento de la lipasa.

Se determind la actividad de la enzima a 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75 y 80°C. En la
Figura 4, podemos observar como el % de actividad de la enzima va incrementandose

hasta alcanzar un pico de actividad a 75°C, para a continuacion bajar bruscamente. Para
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calcular los porcentajes de actividad se considero este valor mas alto (a 75°C) como el
100% de la actividad.

En el trabajo realizado por Royter y colaboradores (Royter et al., 2009), sus enzimas
alcanzaban picos de actividad también a 75°C tras lo que la actividad decrecia, aunque
para estos experimentos los tiempos de reaccion fueron tan solo de 10 minutos, y el
sustrato utilizado, el p-nitrofenil palmitato. Por otro lado, para la lipasa de Geobacillus
sp. TW1 caracterizada por Li y Zhang (Li & Zhang, 2005) podemos observar un pico de

actividad mucho mas bajo, a 40°C.

Temperatura optima

. A
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Temperatura (°C)

% Maxima actividad

Figura 4: Determinacion de la temperatura 6ptima. La actividad maxima registrada se consideré como el
100% de actividad.

e Determinacion de la especificidad de la lipasa frente a distintos sustratos p-

nitrofenil ésteres:

Se buscd determinar si la lipasa presentaba algun tipo de selectividad frente a distintos
sustratos de tipo ésteres de p-nitrofenil. Con los resultados obtenidos y tras calcular el
porcentaje de actividad relativa de la enzima para cada uno de los sustratos utilizados,

se elabord la Figura 5.

Podemos observar distintos niveles de actividad enzimatica relativa que se deben a una
preferencia de la enzima por determinados sustratos, encontrando el méaximo de
actividad con el sustrato namero 87 (4-nitrofenil-5-fenilpentanoato). Este sustrato
presenta un anillo aroméatico unido al grupo carboxilo hidrolizable por una cadena
hidrocarbonada de 4 grupos metilo (-CH,). La actividad con este sustrato nos permite

obtener a grandes rasgos una idea de como puede ser el centro activo de la enzima, en
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este caso concreto nos indicaria que debe haber un aminoacido con cadena lateral
aromatica a una distancia de unos 4 metilos de las cadenas laterales de los aminoéacidos

que llevan a cabo la actividad catalitica.

En base a estos resultados, la enzima podria tratarse de una esterasa, debido a su
preferencia por sustratos que consisten en acidos grasos de cadena corta (C6, C8, Figura
5), a diferencia de las enzimas estudiadas por Royter y colaboradores (Royter et al.,
2009), que mostraban preferencia por sustratos con una longitud de entre 8 y 12
carbonos, lo que incluye el sustrato utilizado en los experimentos del presente trabajo,

p-nitrofenil laurato.

Especificidad de sustrato
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Figura 5: %0 de actividad relativa de la lipasa frente a 20 sustratos sintéticos diferentes de tipo p-nitrofenil.

e Determinacion de la influencia de iones metalicos:

Con esta prueba se busca determinar el efecto que tienen los iones metalicos sobre la
actividad de la lipasa, sin contar con el CaCl, puesto que ya esta incluido en el buffer

normal.
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Figura 6: Influencia que tienen distintas concentraciones de iones metalicos sobre la actividad enzimatica

Basandonos en los resultados obtenidos que se muestran en la Figura 6, podemos decir
que los iones MgCl, y NiCl; serian inocuos para la actividad de la enzima ya que el
porcentaje de actividad residual de la enzima se mantiene aproximadamente a pesar del
incremento en la concentracién de los iones. Para el MgCl,, parece haber un incremento

de la actividad entre las concentraciones 1y 10 mM.

En contraposicion, podemos ver como disminuye claramente el % de actividad residual
de la enzima en el caso del ZnSO, y el MnCl, conforme incrementamos su
concentracion, siendo especialmente notable el descenso que sufre la actividad de la

enzima en presencia del i6n MnCl; al incrementar su concentracion de 1 mM a 10 mM.

En el trabajo llevado a cabo por Li y Zhang (Li & Zhang, 2005) con la lipasa de
Geobacillus sp. TW1, la actividad de esta enzima también se ve beneficiada por la
presencia de iones Mg?*. Tiene también el mismo efecto para la actividad de la lipasa de

Geobacillus sp. TW1 la presencia de MnCl; que en nuestro caso.
e Determinacion de la influencia de surfactantes:

Para esta prueba se buscaba determinar el efecto que los agentes surfactantes tienen
sobre la actividad de la lipasa. Los resultados obtenidos (Figura 7) nos indican que

estamos frente a casos distintos entre si.
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Para el CHAPS, a bajas concentraciones la enzima mantiene un nivel de actividad por
debajo del 100%, sin embargo, conforme la concentracion aumenta, la actividad de la

enzima se ve beneficiada.

Para el caso del SDS, la actividad de la enzima seguiria un camino opuesto al del
anterior caso. No solo la enzima no conserva el 100% de su actividad a bajas

concentraciones, si no que conforme la concentracion aumenta, pierde actividad.

Estabilidad frente a surfactantes
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Figura 7: Influencia de distintas concentraciones de agentes surfactantes sobre la actividad de la lipasa en
forma de % de actividad residual.

En los casos del Tween 20 y del Triton X 100 la actividad de la enzima se ve
especialmente beneficiada a bajas concentraciones de los agentes surfactantes,
alcanzando el maximo de actividad (un 160%) con el Tween 20 a 0,1 mM. Al
incrementar la concentracién podemos ver como la actividad se ve afectada, de una
manera especialmente dréstica en el caso del Tween 20, reduciéndose la actividad por

debajo del 40% ya a una concentracion de 1 mM.

Si lo comparamos con el trabajo llevado a cabo por Royter y colaboradores (Royter et
al., 2009) coincidimos en que el CHAPS también produce una ligera activacion para las
lipasas de su trabajo, mientras que la presencia del resto de agentes provoca una

disminucion de la actividad de las lipasas conforme se incrementa la concentracion.

e Determinacién de la estabilidad frente a detergentes comerciales:
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Se probd la estabilidad de la enzima frente a 4 detergentes comerciales distintos: Dixan
Aromaterapia, Jabon de Marsella de Eroski, Vanish Oxiaction y Somat 8 acciones. Los

resultados obtenidos se muestran en la Figura 8.
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Figura 8: influencia de 4 detergentes comerciales distintos sobre la actividad de la lipasa.

Se puede observar en la Figura 8 que, de los cuatro detergentes ensayados, la enzima
muestra mejor compatibilidad con los liquidos (detergentes 1 y 2), siendo el Dixan
Aromaterapia con el que la actividad de la enzima se incrementa hasta cerca del 120%.

En el otro extremo encontramos al Vanish Oxiaction, quedando por debajo del 40%.

Para poner los datos obtenidos en perspectiva, en experimentos similares como el
desarrollado por Benmrad y colaboradores (Omrane Benmrad et al., 2016), o el llevado
a cabo por Cherif y colaboradores (Cherif et al., 2011), en los que testan la
compatibilidad de sus enzimas con distintos detergentes comerciales entre los cuales
hay detergentes de la marca Dixan, sus enzimas mantienen el 100% de su actividad
(Omrane Benmrad et al., 2016) o se ve ligeramente reducida (Cherif et al., 2011),

mientras que para la lipasa del presente trabajo, su actividad se vio beneficiada.

En base a los resultados obtenidos en este experimento, se selecciond el Dixan
Aromaterapia como el detergente a utilizar con la lipasa para la prueba de

determinacion de la capacidad para eliminar manchas.

e Determinacion de la capacidad para eliminar manchas:
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Para este experimento se busca determinar la capacidad de la enzima para eliminar
manchas de grasa en tejidos. Habiéndolo preparado de la manera que se indica en el
apartado de Material y Métodos, se obtuvieron los resultados que se muestran en la
Figura 9.

En la figura 9 podemos ver claramente como el detergente se beneficia de la presencia
de la lipasa a la hora de eliminar manchas de grasa en las piezas de algoddn. El vaso con
agua es el que menos capacidad de eliminacion de manchas tiene, como era de esperar.
Por su parte, el detergente solo, fue capaz de eliminar algo de la mancha, y sin lugar a
dudas los mejores resultados se consiguieron para los casos en los que la lipasa estaba
presente.

En este experimento destaca el hecho de que, aunque la temperatura Optima para el
funcionamiento de la lipasa es 75°C, se consiguieron unos resultados muy buenos

realizando el lavado de las piezas de algodon en agua fria.

Figura 9: Antes (foto superior) y después (foto inferior) del lavado para las cuatro piezas de algodén lavadas
con agua (A), detergente + lipasa (B), detergente (C) y detergente con las enzimas inactivadas + lipasa (D).

5. Conclusiones

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos, se pueden extraer las siguientes

conclusiones:

e A pesar de la gran cantidad de pruebas ensayadas, por el momento, no se ha
obtenido ningdn clon de levadura que exprese la endocelulasa CelB4 aislada de
una fuente termal mediante metagendémica funcional.
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La lipasa LipD11 obtenida a partir de una metagenoteca de aguas termales y
expresada heter6logamente en levaduras presenta un 20% de actividad tras 15
minutos de incubacion a 90°C. Su temperatura Optima es de 75°C y posee
preferencia por &cidos grasos de 8 atomos de carbono. Los compuestos quimicos
NiCl, y MgCl, ejercen poco efecto sobre la actividad lipolitica, mientras que el
MnCl; y el ZnSO,4 hacen disminuir la actividad a concentraciones elevadas (10
mM). Los surfactantes Triton X-100 y Tween 20 incrementan la actividad
lipolitica a bajas concentraciones (0,1 mM) mientras que a altas concentraciones
(10 mM) disminuyen la actividad. Ademas la enzima presenta actividad
incrementada en presencia de determinados detergentes como Dixan
Aromaterapia y se ha demostrado eficaz a la hora de eliminar manchas de grasa
en tejidos de algoddén usando agua del grifo sin calentar ni atemperar. Por todo
ello, se podria afirmar que es una enzima de interés para utilizar en

formulaciones de detergentes comerciales.
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