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Resumen

La celulosa es el biopolimero mas abundante de la Tierra, y representa una materia prima para
variados rubros de la industria, destacandose en este trabajo su uso en la obtencion de bioetanol.
La degradacion bioldgica de la celulosa la realiza un conjunto de enzimas denominadas celulasas.
Estas enzimas son producidas por un grupo amplio de organismos, principalmente hongos y
bacterias. En la industria del bioetanol, las celulasas se utilizan para sacarificar material celulésico y
asi obtener azlcares fermentables. Este proceso generalmente requiere de altas temperaturas, ya
gue durante el mismo se suelen utilizar enzimas meséfilas (con temperaturas éptimas de actividad
superiores a la temperatura ambiente, producidas por microorganismos mesdfilos). Luego de la
sacarificacién, se debe enfriar el material sacarificado para agregar el microorganismo fermentador
y comenzar la produccién de bioetanol. Estos procesos podrian realizarse en forma simultdnea
utilizando celulasas sicréfilas, las cuales son activas a temperaturas mas bajas que las enzimas
mesofilas (cercana a la temperatura de fermentacion), ahorrando asi tiempo y energia.

En esta Tesis se presenta la optimizacidn de la produccidn de celulasas extracelulares provenientes
de un microrganismo antartico: Flavobacterium sp. AUG42. Se estudid la cinética de produccién de
estas enzimas y se obtuvo un preparado enzimatico con actividad celulasa. Mediante zimogramas,
espectrometria de masas y analisis del genoma anotado, se determind que el preparado presenta
numerosas CAZymas (enzimas activas sobre carbohidratos), incluyendo varias celulasas. Los
estudios de condiciones dptimas de actividad mostraron que éstas son estables a bajas
temperaturas e inestables a altas temperaturas, y conservan el 100 % de actividad luego de ser
liofilizadas. A su vez, son activas en condiciones de pH y temperatura compatibles con los procesos
de sacarificacion y fermentacién simultdnea. Dos de estas celulasas se seleccionaron para realizar
estudios de modelado y “docking” con sustratos celulésicos in silico, los cuales mostraron que se
trataria en ambos casos, de endocelulasas. El preparado puede sacarificar diferentes materiales
celuldsicos, siendo la carboximetilcelulosa el sustrato que libera mayor cantidad de azicares
reductores en las condiciones ensayadas. Por ello, se lo selecciond para realizar ensayos de
sacarificacion (con el preparado enzimatico) y fermentacién (con la levadura Saccharomyces
cerevisiae CAT-1). El potencial de sacarificacion del preparado fue bajo, y consecuentemente se
obtuvo una baja produccién de bioetanol, determinado por GC-FID. Como perspectiva se buscara
optimizar la producciéon de estas enzimas mediante tecnologia de ADN recombinante, en otro

hospedero. Parte de los resultados estan publicados en un articulo, adjuntado al final de esta Tesis.



1. Introduccion

La celulosa es el biopolimero mas abundante de nuestro planeta, pues se estima que anualmente
se producen mas de 1,5 x 10 12 toneladas de celulosa (Klemm et al., 2005). Desde épocas tempranas
la celulosa ha despertado el interés humano, teniendo relevancia desde lo cultural (los egipcios y
sus papiros), hasta lo textil (telas de algodén). Hoy en dia, la celulosa tiene multiples usos en la vida
cotidiana y abarca importantes industrias. La celulosa se utiliza como materia prima para la
fabricacidon de muchos productos: algunos compuestos de la industria farmacéutica (excipientes de
medicamentos, laxantes, emulsificantes, entre otros); materiales de laboratorio (filtros, matrices de
uso biogquimico); sensores (UV, humo, humedad), entre otros. Aparte de los usos mencionados, la
celulosa es una fuente renovable de azlcares que se pueden fermentar para la produccién de
biocombustibles, como el bioetanol (Ueda et al., 1994; Ummartyotin & Manuspiya, 2015). Aunque
la celulosa tiene amplios usos, esta Tesis se focalizard en el Ultimo punto mencionado: el uso de la
celulosa para la produccion de un biocombustible: el bioetanol.

La celulosa es sintetizada por un importante grupo de organismos: algunos del dominio Bacteria,
animales (tunicados), la mayor parte de las algas y todas las plantas (Wilson, 2011). En especial,
como se mencionara a continuacion, estas Ultimas contienen celulosa tanto en la pared vegetal
primaria como en la secundaria, y son las responsables de producir la mayor parte de este tipo de

biomasa.

1.1 Pared celular vegetal

La principal reserva de carbohidratos de nuestro planeta esta presente en la biomasa vegetal. Las
paredes celulares de las plantas estdn compuestas por diversos carbohidratos, entre los que se
destaca la celulosa (polisacarido que es uno de los puntos claves del trabajo de esta tesis). La pared
celular tiene numerosas funciones en la planta, pues representa una continuidad molecular con la
membrana celular y el citoesqueleto, por lo que resulta esencial para mantener la forma de la célula
y responder frente al estrés osmotico. Esta estructura es fundamental para algunas células
diferenciadas, por ejemplo las células que forman tejidos vasculares (xilema y floema), encargados
del transporte de agua, nutrientes y savia elaborada por toda la planta. Por otro lado, cuando se

produce un dafo fisico en la pared (ambiental o por patdgenos), ésta responde produciendo



moléculas senales: péptidos y oligosacaridos, denominados DAMPs (damage-associated molecular
patterns) que son reconocidos por complejos proteicos asociados a la membrana, que activan la
respuesta inmune (Bacete et al., 2018; Carpita & Gibeaut, 1993).

La composicién quimica de la pared celular vegetal varia segun la especie, el tejido, el estado
fisiolégico y la etapa de crecimiento de la planta. Brevemente, se pueden describir en ella dos niveles
estructurales: una pared celular primaria, que rodea las células capaces de crecer o en crecimiento,
y una pared celular secundaria, que rodea a las células que ya dejaron de crecer (Keegstra, 2010).
La pared celular primaria esta compuesta por microfibras de celulosa, asociadas mediante enlaces
cruzados con otros polisacaridos, como la hemicelulosa y la pectina (ver Figura 1.1). La pectina a su
vez es el principal componente de la ldmina media, estructura mas externa de la pared celular

(Alberts et al., 2002; Wang et al., 2018).

Pectina
Ladmina media {

Microfibrade celulosa

Pared
2 . -4 —
primaria (G-
Hemicelulosa
E e
Membrana Bt
plasmatica s, Proteinasoluble

.\,‘2--'/“ Proteina de membrana
1"’- N\

‘m_, Celulosasintasa
Ap '

Figura 1.1. Modelo de pared celular vegetal primaria. Modificaciéon de imagen extraida del trabajo publicado
por Loix et al., (2017).

La pared celular secundaria (Figura 1.2) presenta una composicién similar a la pared primaria, pero
en vez de presentar pectina, tiene lignina. Este Ultimo, hace a la pared celular mas rigida e

impermeable (Vanholme et al., 2010).
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Ldmina media
Pared
primaria

Lignina

Pared

: Microfibrade celulosa
secundaria

Hemicelulosa

Membrana
plasmatica

Figura 1.2. Modelo de pared celular vegetal secundaria. Modificacién de imagen extraida del trabajo
publicado por Loix et al., (2017).

¢Cémo es la estructura quimica de los polimeros de la pared celular?

La lignina es un heteropolimero formado por diversos compuestos aromaticos (Figura 1.3). Es el

principal componente no-carbohidrato de la pared celular secundaria.
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Figura 1.3. Modelo de estructura de lignina de paja de trigo. Imagen extraida del capitulo “Structure

ultrastructure, and chemical composition” del libro Cereal straw as a resource for sustainable biomaterials
and biofuels (Xu, 2010).
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La hemicelulosa y la pectina son heteropolisacdridos de composicion muy variable (ver Figura 1.4).

La hemicelulosa esta compuesta por xilanos y xiloglucanos (polimeros de arabinosa, xilosa, manosa,

galactosa, glucosa, entre otros, y modificaciones de éstos; por ejemplo con grupos acetilo). La

pectina estd formada principalmente por

homogalacturonano,

ramnogalacturonano | vy

ramnogalacturonano Il (polimeros formados principalmente por acido galacturdnico, galactosa,

ramnosa y arabinosa, entre otros; sin o con modificaciones tales como acetilaciones, metilaciones).
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Figura 1.4. Esquema de las estructuras de los polisacaridos mas abundantes de la pared celular de la raiz de
Arabidopsis. Imagen extraida y modificada del trabajo “Cell Wall Heterogeneity in Root Development of

Arabidopsis” (Somssich et al., 2016).
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La celulosa en cambio es un homopolimero, compuesto por un solo monosacdrido: glucosa. Las
moléculas de glucosa (D-glucosa) se encuentran unidas por enlaces glucosidicos del tipo B-1,4, que
suelen formar cadenas largas. La cantidad de glucosas unidas determina el largo de la cadena,
precisamente el grado de polimerizacion (Klemm et al., 2005). En una molécula de celulosa hay dos
extremos: uno no reductor que contiene el OH original en el C4 de la glucosa, y otro reductor que
tiene el OH en el C; en equilibrio con su estructura aldehidica (ver Figura 1.5).

La celulosa es insoluble en agua y en muchos solventes orgdnicos, pero se puede disolver en agua a
pH extremos, en particular si se agrega un co-soluto de polaridad intermedia. La insolubilidad en
agua se debe a laimportante interaccién de los enlaces de hidrégeno entre las moléculas de celulosa
gue mantienen unidas fuertemente las cadenas, formando fibras de longitud y espesor variable

(Medronho et al., 2012).

Extremo OH
Ho—~_" _{ O  Ho- o* HO OH oy EXtremo
no HOJZ\ /\OM ol‘%\\[ \%‘ reductor
reductor o OH o 3 OH |, o

OH OH OH

Figura 1.5. Estructura de molécula de celulosa (conformacién silla). n indica el grado de polimerizacién.
Imagen tomada y modificada del trabajo de Klemm et al. (2005).

Mediante difraccion de rayos X, Fink et al. (1987) distinguieron regiones cristalinas y regiones
amorfas, en la estructura de celulosa purificada. Las regiones cristalinas reciben este nombre por el
patrén de difraccion que producian (patron de difraccidon no difuso y bien definido, caracteristico
para cada tipo de celulosa), mientras que las regiones amorfas se denominan asi porque irrumpen
la continuidad de la estructura cristalina. Los estudios mediante rayos X permitieron comprobar que
la posicién de los enlaces de hidrégeno intercatenarios (intermoleculares) condiciona la estructura
de la celulosa, resultando en estructuras amorfas o cristalinas, de distintos tipos.

Dentro de los polimorfismos existentes en la celulosa, los mds importantes estan dados por las
conformaciones estereoquimicas de los sustituyentes hidroximetilados respecto a la piranosa, pues
éstos son quienes forman enlaces de hidréogeno con las moléculas cercanas. Esto es la causa de las
diversas estructuras de la celulosa, por ejemplo la celulosa cristalina | y la celulosa cristalina Il que

se muestran en la Figura 1.6.
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Figura 1.6 Proyeccion planar de estructuras de celulosa cristalina de celulosa | (a) y celulosa Il (b). En linea
punteada se muestra el patrén de enlaces de hidréogeno formados entre las cadenas de celulosa. Imagen
extraida del trabajo publicado por O’Sullivan (1997).

Algunos tratamientos en medio &acido, modifican la estructura de la celulosa cristalina,
transformandola en estructuras con un mayor contenido amorfo. Por ejemplo, cuando se trata la
celulosa con acido fosfdrico se obtiene lo que se denomina PASC (sigla proveniente del inglés
phosporic acid swollen cellulose) (Reese, 1956).

Otros tratamientos permiten solubilizar la celulosa mediante la adicién de grupos mas hidrofilicos,
por ejemplo por la adicion de grupos carboximetilos, para producir carboximetilcelulosa (CMC)
(Figura 1.7). Esta se forma por una reaccién entre la celulosa y moléculas de monocloroacetato de
sodio; siendo este ultimo el que reacciona con el hidroxilo del carbono C;, C; 0 Cs de la glucosa, y
forma un enlace éter. Estos sustituyentes poseen un carboxilo ionizado en su extremo, que favorece
su interaccion con el agua mediante interacciones ion-dipolo, y por lo tanto aumentan su solubilidad

(Early, 1998).

RO
OO -R
RO OR R=H6
OROO 0
OR
\/U\ONa
RO OR

Figura 1.7. Esquema de la estructura de carboximetilcelulosa (CMC). Los R son los sustituyentes del oxigeno,
que pueden ser H (hidrégenos) o carboximetilos. Imagen modificada, tomada del catdlogo de SIGMA-ALDRICH
(https://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/aldrich/419311?lang=en&region=UY).
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1.2 Celulasas

Las celulasas son las enzimas responsables de la degradacién de la celulosa. Segun el lugar de la
molécula de celulosa que ataquen, se pueden clasificar como endocelulasas, exocelulasas o B-
glucosidasas. Cuando las enzimas atacan la celulosa en el interior de la cadena polisacaridica en
forma aleatoria, se dice que son endocelulasas, y su producto final suele ser variable (cadenas de
tres o mas unidades de glucosa). La actividad exocelulasa, refiere a aquellas enzimas que atacan la
molécula desde los extremos de la cadena (ya sea el extremo reductor o no reductor), y su producto
es la celobiosa (disacarido de glucosa) o glucosa. La actividad B-glucosidasa, refiere a la degradacién
de celobiosa cuyo producto de degradacidn seria la glucosa (Hu & Ragauskas, 2012; Saha et al.,

1994; Sarkar & Etters, 2001; Christakopoulos et al., 1999) (Figura 1.8).

\0/
/-/ / . Endocelulasa
-
~ . ] Exocelulasa (extremo reductor)
S .
'/_U—Lr‘-— ~. Exocelulasa (extremo no reductor)
[ 1—
i -glucosidasa
celulosa —'_‘L/—'* . Pe
: w /  celobiosa
\L\_\;—J /
| D | / Glucosa
e 4 ¥ ! -|.
Regidn cristalina Regién amorfa Region cristalina

Figura 1.8. Esquema que representa la estructura de la celulosa (regiones cristalinas y amorfas) y las celulasas
involucradas en su degradacidn.

Las celulasas mas estudiadas han sido las glicosil hidrolasas (GHs), encargadas de hidrolizar los
enlaces glicosidicos, pero también existen otras celulasas clasificadas en diversos grupos. Para
comprender la clasificacion de las celulasas, y de todas las enzimas involucradas en el metabolismo
de los carbohidratos, a continuacion se hablara de las CAZymas (del inglés CAZymes: Carbohidrate

Active enZymes).

1.3 CAZymas

Debido a la enorme diversidad estructural de los carbohidratos, los organismos producen una gran

variedad de enzimas que actlan sobre los mismos, tanto en su sintesis como en su degradacion
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(Cantarel et al., 2008). Al igual que el resto de las enzimas, estas son clasificadas de acuerdo a su
actividad por la Comisidon de Enzimas (Enzyme Comission; EC). Sin embargo, debido a la presencia
de una evolucidn convergente y a la diversidad de sustratos que acepta una misma enzima, se vio
la necesidad de realizar otra clasificacién, complementaria a la EC (Henrissat, 1991). Desde
entonces, colectivamente se nombré CAZymas a aquellas proteinas con dominios involucrados en
el metabolismo de carbohidratos (Aspeborg et al., 2012). Aquellos dominios proteicos que
presentan homologia de secuencia, de estructura tridimensional y al menos uno de ellos estd
caracterizado bioquimicamente (se conocen el sustrato y el mecanismo de accidn), se agrupan en
una misma categoria (ver a continuacion: GH, GT, entre otras) y una misma familia, identificada con

un numero (Lombard et al., 2013). Las categorias son:

e GH (del inglés Glycosyl Hydrolase), que incluye enzimas con dominios con actividad
glicosidasa o transglicosidasa;

e GT (Glycosyl Transferase), grupo que involucra dominios que catalizan la formacion de
enlaces glicosidicos;

e PL (Polysaccharide Lyase), que hidrolizan enlaces glicosidicos de polisacaridos que
contienen acido urodnico;

e CE (Carbohydrate Esterase) que hidrolizan grupos éster presentes en carbohidratos;

e AA (Auxiliary Activities), generalmente con actividad oxidasa tales como: lignino-
peroxidasas, involucradas en la degradacién de materiales lignocelulésicos; LPMOs (del
inglés lytic polysaccharide monooxygenases); CDHs (del inglés cellobiose dehydrogenases),
que oxidan celobiosa, entre otras.

Las categorias arriba descritas hacen referencia a dominios cataliticos o actividades especificas; pero
también estan los dominios no cataliticos, los CBM (Carbohydrate-Binding Module), que colaboran
en la interaccion CAZyma-carbohidrato (Cantarel et al., 2008; Levasseur et al., 2013).

Para clasificar, organizar y comparar este tipo de proteinas, existe una base de datos
(CAZy; http://www.cazy.org) donde se registran las secuencias proteicas y su respectiva
clasificacidn; y servidores tales como dbCAN (DataBase for automated Carbohydrate-active enzyme
ANnotation, http://csbl.bmb.uga.edu/dbCAN/) que permite anotar las CAZymas presentes en los
genomas, metagenomas, o cualquier secuencia proteica (Kameshwar & Qin, 2016; Yin et al., 2010).
En particular al conjunto de CAZymas presentes en el genoma de un organismo, se le denomina

CAZoma.
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Si bien en esta tesis se focalizara en el estudio de las GHs que hidrolizan celulosa, es necesario aclarar
gue algunas GHs de las familias 13, 65, 94, 112 y 130 no son hidrolasas, son celulasas fosforilasas
gue actlan sobre la celulosa usando pirofosfato como nucleéfilo en vez de agua, en una reaccion

de fosfordlisis, liberando glucosa-1-fosfato (Nihira et al., 2013; Saranraj et al., 2012).

Aparte de las GHs, como ya se menciond, existen celulasas oxidativas agrupadas dentro de las
Auxiliary Activities (AAs). Las CDHs (celobiosa deshidrogenasas), oxidan la celobiosa a
celobiolactona, utilizando quinonas como aceptores de electrones (Cameron & Aust, 2001; Cohen
et al.,, 1997), o sin aceptor aromatico produciendo radicales libres (reaccidon de Fenton); estos
radicales libres atacarian los enlaces -1,4 de la celulosa produciendo su ruptura (Henriksson et al.,
2000). Las LPMO pueden cortar cadenas de celulosa atacando el oxigeno del hidroxilo unido al C; o
C, del azucar, provocando la descristalizacion del polimero, y con ello, facilitando el acceso de otras

celulasas para despolimerizar la molécula de celulosa.

1.3.1 Glicosil hidrolasas

Particularmente las GHs pueden clasificarse a grosso modo segun la estructura tridimensional del
sitio activo, tal como se muestra en la Figura 1.9. Las endoglucanasas (denominadas asi por
hidrolizar los enlaces internos de los polisacaridos) suelen presentar un sitio activo abierto en forma
de hendidura o surco; las exoglucanasas (hidrolizan el polisacarido desde el extremo de la cadena),
suelen presentar un sitio activo en forma de tunel; y las B-glucosidasas (atacan el enlace glicosidico
de disacaridos o glicoconjugados) suelen presentar un sitio activo en forma de bolsillo, tal como se

muestra en la Figura 1.7 (Davies & Henrissat, 1995; Hildén & Johansson, 2004).

a)

Figura 1.9. Tres tipos de sitios activos presentes en glicosil hidrolasas. a) Sitio activo en forma de bolsillo
(glucoamilasa de Aspergillus awamon), b) en forma de canal o surco (endoglucanasa de Trichoderma fusca y
c) de tunel (celobiohidrolasa de Trichoderma reesei). Imagen extraida y modificada del articulo de Davies &
Henrissat (1995).
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Esta clasificacion es una simplificacidn, ya que se han descripto “endoglucanasas” (sitio activo en
forma de surco) con accién “exo-like procesive”: actividad tipo exoglucanasa (ya que ataca la cadena
desde el extremo de la cadena) y procesiva (porque libera el producto de hidrdlisis mientras
permanece firmemente unida a la cadena de polisacarido); y algunas exocelulasas pueden abrir el
sitio activo en forma de tunel, quedando como canal, para permitir una accién significativa tipo

endoglucanasa (Hildén & Johansson, 2004).

1.4 Celulasas y la industria:

Las celulasas y hemicelulasas ocupan el 20 % del mercado mundial de enzimas (Mantyla et al., 1998;
Bhat, 2000) y tienen numerosas aplicaciones industriales.

En la industria textil, las celulasas se utilizan para el tratamiento de telas producidas con fibras de
celulosa (como el algoddn) y el lavado de las mismas, pues las celulasas se agregan a detergentes
para ropa junto a otras enzimas (como lipasas y proteasas) para optimizar su limpieza y tratamiento.
Las celulasas al ponerse en contacto selectivamente con las fibras de celulosa, disminuyen Ila
hidrofobicidad de la tela, facilitando la limpieza. A su vez, mejoran la apariencia del tejido, ya que
eliminan fibrillas que se desprenden durante el uso, dejando la superficie mas lisa y suave, con el
color mas visible (Belghith et al., 2001; Cavaco-Paulo, 1998; Ibrahim et al., 2011; Kuhad et al., 2011).
En la industria alimenticia, las celulasas se utilizan para la extraccién de jugos vegetales, produccion
de néctares y purés, en la extraccion de aceite de oliva, tratamiento de semillas y granos. También
se usan en la elaboracién de cerveza, vino, en la extraccidn de carotenoides, entre otros. Se aplican
ademas en la industria de panificados, para aumentar la cantidad de monosacéridos en la masa,
incrementando asi su elasticidad (Coughlan & Folan, 1979; Nadeem et al., 2009).
Ademads, las celulasas se agregan como aditivos en forrajes, optimizando las propiedades
nutritivas de los alimentos al facilitar su digestion (Saranraj et al., 2012).

En la industria papelera, las celulasas y hemicelulasas se utilizan en la obtencién y tratamiento de
pulpa de celulosa (para reducir asperezas e incrementar el brillo de las fibras de celulosa). A su vez,
se utilizan para el tratamiento del papel a reciclar pues las celulasas ayudan a desprender los
colorantes presentes en estos, facilitando su reciclaje (Bhat, 2000).

El uso de las celulasas para la degradaciéon (sacarificacion) de residuos vegetales representa una
prometedora forma de obtener azlcares; y éstos se pueden fermentar para producir etanol. Este

etanol de celulosa se conoce con el nombre de “oro verde” (Pichs, 2008) y puede utilizarse como
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biocombustible, con algunas ventajas: la obtencidn de alcohol a partir de una fuente renovable, y la
utilizacion de materiales celuldsicos considerados subproductos industriales (Chandel et al., 2012;
Knauf & Moniruzzaman, 2004; Zittelli et al., 2013).

Las celulasas son ampliamente demandadas por varias industrias que requieren que estas enzimas
actlden en diversas condiciones bioquimicas. Por ejemplo, las celulasas sicréfilas podrian utilizarse
en la produccion de bioetanol para degradar el material celuldsico, al mismo tiempo que las
levaduras meséfilas (como Saccharomyces cerevisiae) fermentan los azucares liberados, ya que
ambos procesos (sacarificaciéon con la enzima sicréfila y fermentacién) podrian realizarse en un
mismo rango de temperatura (Cinelli et al., 2015). Este punto, incluyendo la definicién de enzimas

sicréfilas, sera tratado posteriormente en esta seccion.

1.5 Produccion de celulasas

Las celulasas son enzimas producidas por seres vivos de todos los reinos, destacadndose los del reino
Procariota y el Fungi (Hildén & Johansson, 2004). En sentido estricto, los verdaderos
microorganismos celuloliticos son aquellos capaces de degradar celulosa natural y convertirla en
azucares simples, mediante la accidn de enzimas denominadas celulasas (Pringsheim, 1912). Desde
1950 se conoce que la degradacion de celulosa debia realizarse al menos en dos pasos: 1)
degradacion de celulosa natural por celulasas, hasta obtener oligosacéridos lineales (paso que se
realiza Unicamente por microorganismos celuloliticos) y 2) conversién de los oligosacaridos en
azUcares simples, como la glucosa (paso realizado por microorganismos celuloliticos o no
celuloliticos en sentido estricto) (Reese et al., 1950). Hoy en dia se sabe que el proceso es muy
complejo e involucra una gran variedad de CAZymas especificas para los diferentes tipos de celulosa
en cuestion.

La mayoria de los microorganismos aerdbicos que producen celulasas producen enzimas
individuales o libres, es decir enzimas que no estdn asociadas con otros complejos proteicos. Estas
suelen tener un dominio catalitico unido por un “brazo” flexible a un dominio de unién a
carbohidratos. Estas celulasas, si bien se encontrarian libres en el exterior celular, suelen actuar de
manera sinérgica con otras celulasas de distinta especificidad para degradar la celulosa,
aumentando su actividad especifica cuando actian en conjunto, respecto a las enzimas individuales.
Otros microorganismos (especificamente bacterias anaerdbicas) suelen producir un complejo

multienzimatico denominado celulosoma (Wilson, 2011), que se mantiene anclado a la membrana
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celular mediante una proteina de anclaje, y mantiene las distintas actividades celuloliticas en un
mismo complejo, facilitando la hidrélisis de los sustratos. En la Figura 1.10 se muestra un modelo de
celulosoma, en el cual se detallan las proteinas involucradas: una proteina de anclaje, una
escafoldina (con CBM) y varias subunidades enzimaticas, unidas entre si por dominios cohesina-

dockerina.

Subunidades enzimaticas-cataliticas

Dockerina Cohesina

K F
Cohesina =3 '_'\ "-'.'.'.'.'0-

Subunidad escafoldina

Bacteria

Proteina de
anclaje

Figura 1.10. Modelo de celulosoma, tomado de (“Cellulosome Systems | Ed Bayer’s Group,” n.d.). En color
naranja se muestra la proteina de anclaje a la bacteria, con un dominio cohesina. Ese dominio cohesina se
adhiere al dominio dockerina de la siguiente subunidad: la escafoldina (color amarillo). La escafoldina contiene
un dominio de unidn a carbohidratos (CBM) y numerosos dominios cohesina, que a su vez interaccionan con
los dominios dockerina de las distintas subunidades enzimaticas-cataliticas (colores celeste, azul, verde).

1.6 Microorganismos adaptados al frio y celulasas sicrofilas

Los microorganismos han colonizado practicamente todo el planeta y su adaptacidn a distintos
ambientes se ha acompafiado por una adecuacidn metabdlica que les permite vivir en diferentes
ambientes, incluso en condiciones humanamente extremas (baja concentracion de oxigeno o
nutrientes, ambientes muy acidos o muy basicos, muy calientes o muy frios, entre otros).

En este trabajo se enfatizard en los microorganismos adaptados a vivir a bajas temperaturas: los
sicréfilos y los sicrotolerantes o sicrétrofos. Estos términos datan ya desde principios del siglo XX,
donde Schmidt-Nielsen (1902) denominé microorganismos sicréfilos a aquellos capaces de crecer a
0 °C. Luego, Morita (1975) los redefini6 como aquellos que tienen temperatura éptima de
crecimiento igual o inferiora 15 °C, maxima a los 20 °C o menor, y minima a los 0 °C o inferior (Kasana

& Gulati, 2011; Morita, 1975). Los microorganismos sicrotolerantes o sicrétrofos, son aquellos cuya
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temperatura éptima de crecimiento se encuentra entre los 15y 20 °Cy la temperatura maxima a la
cual puede crecer es superior a los 20 °C (Moyer & Morita, 2007).

Estos microorganismos han desarrollado varias estrategias para sobrellevar estas condiciones, entre
las que se encuentran la produccién de acidos grasos insaturados que le dan mayor flexibilidad a
sus membranas, la produccién de moléculas anticongelantes, etcétera. Entre estas adaptaciones
también estd la produccidn de enzimas activas a bajas temperaturas, enzimas denominadas
sicréfilas (Rodrigues & Silva, 2016).

Estas enzimas poseen alta eficiencia catalitica a temperaturas mas bajas comparadas con las
enzimas producidas por microorganismos mesdfilos y termdfilos (microorganismos con
temperaturas dptimas de crecimiento entre 20 y 45 °C y por encima de 45 °C, respectivamente)
(Smith et al., 1960; Szildgyi & Zavodszky, 2000). Ademas de presentar alta eficiencia catalitica a bajas
temperaturas, las enzimas sicrdfilas presentan termolabilidad, inactivandose con pequefios
aumentos de temperatura. Debido a estas propiedades bioquimicas, las enzimas sicrofilas pueden
ser un insumo importante para algunas industrias, especialmente cuando hay que llevar acabo
procesos a bajas temperaturas (por ejemplo, por la inestabilidad de los productos, o para reducir

costos energéticos).

1.7 Biocombustibles: |la celulosa como fuente de azlcares para la produccion de
bioetanol

Los biocombustibles son aquellos combustibles obtenidos a partir de biomasa, tales como plantas,
algas, residuos animales, entre otros.

Estos pueden clasificarse en primarios o secundarios. Los primarios son los utilizados en forma no
procesada (como madera utilizada para obtener energia calorifica o eléctrica). Los biocombustibles
secundarios se producen mediante el procesamiento de la biomasa renovable: por ejemplo el
bioetanol y el biodiesel. Estos ultimos suelen ser mas faciles de transportar comparados con los
primarios, y producen residuos gaseosos luego de su combustion, lo que permite su utilizacidn en
vehiculos y en diversos procesos industriales. A su vez, los biocombustibles secundarios se dividen
en biocombustibles de primera, segunda y tercera generacidn en base al sustrato o la materia prima
utilizada para su produccidon (Nigam & Singh, 2011; Pandey & Tewari, 2018). Los de primera

generacidn se producen a partir de semillas o azucares; los de segunda generacidn, a partir de
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biomasa no alimentaria, ejemplo: residuos lignoceluldsicos; y los de tercera generacién a partir de
biomasa de microorganismos que no compiten con la produccién de alimentos, por ejemplo
microalgas (Chakraborty et al., 2012).

En la préxima seccién se profundizard en los biocombustibles de segunda generacién; en especial el

bioetanol.

1.8 Bioetanol

El bioetanol es un biocombustible secundario que se puede producir a partir de diversas fuentes de
biomasa. En nuestro pais la empresa ALUR (Alcoholes del Uruguay) produce bioetanol a nivel
industrial a partir de jugo y melaza de cafia, y jugo de sorgo dulce; es decir, de acuerdo a las
definiciones antes mencionadas, se produce bioetanol de primera generacién. Una vez extraidos los
jugos y melaza, la biomasa lignocelulésica excedente se utiliza como biocombustible primario, ya
gue se quema para producir energia (“ALUR - Complejo Agroenergético - Bella Unidn, Artigas,” n.d.).
No obstante, se podria utilizar esa biomasa lignoceluldsica para producir bioetanol de segunda
generacion.

Para producir bioetanol de segunda generacion se deben seguir los siguientes pasos: 1)
Pretratamiento del sustrato: quimico (acidos o bases fuertes), fisico (alta presion y temperatura) y/o
bioquimico (enzimas deslignificantes), 2) Sacarificacién: proceso de liberacion de azucares
fermentables a partir de polisacaridos vegetales, 3) Fermentacién alcohdlica, generalmente llevada

a cabo por levaduras y 4) Destilacion del producto de interés: el bioetanol (Chakraborty et al., 2012).

1.8.1 Sacarificacion

Este proceso se lleva a cabo por enzimas del tipo CAZymas, que actdan en conjunto para liberar
azucares fermentables a partir de la celulosa. Este proceso suele llevarse a cabo por enzimas
provenientes de microorganismos mesofilos, generalmente producidas por hongos; que actuan a
temperaturas bastante elevadas e hidrolizan el sustrato a medida que éste se va enfriando (pues
durante el pretratamiento se suele calentar el sustrato, ya que esto ademas de pre-tratar
fisicamente el material, lo desinfecta para pasos posteriores). Sin embargo, cuando se eligen otros

pretratamientos que no implican elevar la temperatura, las celulasas provenientes de
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microorganismos adaptados al frio resultan mas eficientes. Ademas las enzimas sicréfilas podrian

continuar sacarificando durante la fermentacién (Barroca et al., 2017).

1.8.2 Fermentacién

Existen numerosos microorganismos capaces de fermentar azucares y producir bioetanol. Sin
embargo, Saccharomyces cerevisiae es el microorganismo elegido por excelencia para este fin por
la industria. Esta levadura, ademds de ser una excelente fermentadora, posee estrategias de
adaptacion a altas concentraciones de etanol, pudiendo sobrevivir hasta en un 50 % v/v de este
producto (a diferencia por ejemplo de Zymomonas mobilis, que muere luego se superar 16 % v/v de
etanol). En la Figura 1.11 se muestra un esquema de las vias metabdlicas relacionadas a la
produccién de bioetanol de S. cerevisiae (Macedo & Brigham, 2014). Se muestra cémo a partir de
glucosa, se obtienen como productos etanol, glicerol, acetato y 2,3-butanodiol, siendo el primero
de éstos, el producto de mayor concentracion. Aun asi, contindan los esfuerzos por parte de la
comunidad cientifica, para modificar genéticamente estas levaduras, y sesgar las vias para producir
etanol en forma mas eficiente (Babrzadeh et al., 2012).

En esta Tesis se trabajé con la cepa de S. cerevisiae CAT-1 (gentileza de la Dra. Silvia Batista y la Mag.
Karen Malan). Esta es la cepa mas utilizada en fermentaciones de cafia de azlcar en Brasil, aislada
en este pais y que a partir de 1998, se utiliza en forma comercial (Basso et al., 2008). Esta cepa es
tolerante a altas temperaturas (hasta 42 °C), presenta altas tasas de brote (cel/mL) y de viabilidad
celular en la propagacién, alto rendimiento fermentativo y velocidad de fermentacidon (informacién

recabada de https://Inf.com.br/acucar-e-etanol.html).
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Figura 1.11. Esquema de las vias metabdlicas relacionadas al metabolismo fermentativo de S. cerevisiae.
Esta figura fue traducida al espafiol por quien expone esta Tesis, pero proviene del articulo de Macedo &
Brigham (2014).

1.8.3 Sacarificacién y fermentacién ésecuencial o simultdnea?

Tal como se describidé anteriormente, para la obtencion de bioetanol de segunda generacion se
realiza la sacarificacién y luego la fermentacion en dos pasos independientes. Esto conlleva a un
gasto operacional grande, pues: 1) se debe elevar la temperatura del sustrato para ser sacarificado
(con celulasas mesdfilas), 2) se debe enfriar el sistema, y generalmente ambos procesos
(sacarificacion y fermentacidn) suelen realizarse en fermentadores independientes, a temperaturas
diferentes, 3) los productos de hidrdlisis de la celulosa inhiben las enzimas, por lo tanto se debe
utilizar una mayor cantidad de éstas (lo que representa el 20 - 30% del costo de produccién del
bioetanol) (Hamelinck et al., 2005; Shadbahr et al., 2017).

Una extensa investigacion ha demostrado que mediante la sacarificacion y la fermentacion
realizadas de manera simultanea (proceso SFS) se logran mayores rendimientos, ya que los azlcares
liberados en la sacarificacidon se consumen por el microorganismo fermentador (no hay inhibicion
de las celulasas por el producto). A su vez ambos procesos se llevan a cabo en un mismo

fermentador, lo cual disminuye costos operacionales (Cantarella et al., 2004; Shadbahr et al., 2017;
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Siriwong et al., 2019). No obstante, el proceso SFS es complejo y su rendimiento esta influenciado
por muchos factores tales como el tipo de materia prima lignocelulésica, la concentracién del
sustrato, el tipo y la cantidad de enzimas y/o microorganismos celuloliticos, pH de la solucién y
temperatura de reaccion, agitacion, entre otros (Shadbahr et al., 2017). Las condiciones reportadas
como 6ptimas para un proceso SFS serian a pH 5,0 y temperatura de 37 °C (Zhu et al., 2012), aunque

siempre estan condicionadas al tipo de enzimas que se utilice, y al microorganismo fermentador.
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Hipotesis y objetivos

En este trabajo de Tesis se planted la siguiente hipdtesis de trabajo: dentro de nuestra coleccion de

microorganismos antdrticos, deben existir algunos capaces de producir celulasas sicrofilas, cuyas

condiciones de catdlisis sean compatibles con procesos SFS para la produccion de bioetanol

celuldsico.

Dicha hipdtesis corresponde al objetivo general de este trabajo, que es: Contribuir al desarrollo de

métodos sustentables de produccion de biocombustibles a través del uso de enzimas activas a

bajas temperaturas.

Como obijetivos especificos se planted

Seleccionar un microorganismo productor de celulasas en medio liquido.

Optimizar la cinética de produccidn de estas enzimas y obtener un preparado enzimatico
con actividad celulasa.

Caracterizar bioquimicamente el preparado: conocer las condiciones dptimas de pH y
temperatura de actividad celulasa, evaluar su estabilidad y el efecto de diversos agentes
quimicos.

Identificar las proteinas presentes en el preparado, en especial las celulasas, y también
conocer el CAZoma del microorganismo seleccionado.

Aplicar el preparado enzimatico en ensayos de sacarificacion de diversos sustratos
celulésicos.

Producir bioetanol a partir de la sacarificacion de un sustrato celuldsico con el preparado

enzimatico y fermentacidn de los azlcares liberados con S. cerevisiae CAT-1.
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2. Materiales y métodos

En el siguiente diagrama (Figura 2.1) se muestra esquematicamente el transcurso experimental de

este trabajo de Tesis, a modo de ubicar al lector en la serie de pasos que se dieron.

Microorganismos
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/’ papel de filtro
E Actividad /’(d—‘r
‘G | CMCasay yd &bo
E PASCasaenel /'QQ\.F’
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deazlcares Fermentacion Agentes quimicos
reductoresy alcohdlica Condiciones de
l etanol l almacenamiento
Modelado y docking de Electroforesisy zim::gramas
. - o Shotgun de proteinas +
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Figura 2.1. Diagrama de transcurso experimental de este trabajo de Tesis.

27



2.1 Seleccién del microorganismo productor de celulasas

Se trabajé con una coleccién de bacterias provenientes de la microflora de un oligoqueto
identificado como Grania sp., presente en la Isla Rey Jorge, Antartida, capaces de hidrolizar CMC en
placas de cultivo (Herrera et al. 2017). Esta coleccién de microorganismos se mantiene en el
Laboratorio de la Seccién Bioquimica y Biologia Molecular de Facultad de Ciencias.

A partir de colonias aisladas provenientes de un cultivo fresco de los aislamientos (Flavobacterium
sp. AUG1, Pseudomonas sp. AUGS8, Pseudomonas sp. AUG38, Flavobacterium sp. AUG42,
Psychrobacter sp. AUG47, Serratia sp. AUG50, Psychrobacter sp. AUG53) se inocularon tubos de
precultivo conteniendo 5 mL de medio LB (para la composicidn de éste y de los medios a utilizar a
continuacién en esta Tesis, ver Anexo 1. Medios de cultivo). Los tubos se incubaron a 16 °C bajo
agitacién a 200 rpm por 48 h. Posteriormente se utilizaron para inocular matraces de 500 mL
conteniendo 50 mL de los medios M9, GS2 o LB, suplementados con papel de filtro Whatman N°1
al 0,5 % m/v como fuente de carbono celulésico y se incubaron por 48 h en las condiciones
anteriormente indicadas. Cada cultivo se centrifugd (12000 rpm, 15 min, 4 °C) y el sobrenadante de
cultivo se filtré usando filtros de 0,45 um, para obtener asi un cultivo libre de células. En el mismo,
se analizaron las actividades CMCasa y PASCasa (usando como sustratos CMC y PASC

respectivamente), tal como se indica en los puntos 2.4.1y 2.4.2.

2.2 Microscopia de barrido electrénico de células de Flavobacterium sp. AUG42

Se crecid la bacteria en medio GS2, suplementada con papel de filtro (muestra 1) y sin agregado de
fuente celuldsica (muestra 2). Como control, se incubé medio GS2 con papel de filtro sin bacteria
(muestra 3). Los matraces se incubaron a 16 °C, bajo agitacion de 200 rpm por 48 h. Luego, para la
muestra 1 se tomd una alicuota del cultivo y se centrifugd a 12000 rpm durante 10 min. Se descartd
el sobrenadante y se procedid al tratamiento del pellet para su posterior visualizacion. Para las
muestras 2 y 3, se retird del matraz una tira de papel de filtro para observarlas en el microscopio de
barrido electrénico y se procedié con el tratamiento para la visualizacion. Primero se fijaron las
muestras con glutaraldehido al 2.5 % v/v durante una hora, se deshidrataron con concentraciones
crecientes de etanol (50, 75, 95y 100 % v/v) y por ultimo se us6 CO, como secador de punto critico.

Posteriormente se metalizé con oro. La observacidn se realizd en el microscopio Jeol JSM 5900 LV.
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2.3 Obtencion del preparado enzimatico a partir de Flavobacterium sp. AUG42.
Caracterizacion del perfil de crecimiento y la cinética de produccion de celulasas

2.3.1 Preparacion del indculo

Se transfirié una colonia Flavobacterium sp. AUG42 (obtenida por siembra en estria en placas de LB
incubada por 7 dias a 10 °C) de a 5 mL de LB y se suspendid en vértex. Estos 5 mL se transfirieron a
un matraz de 200 mL conteniendo 25 mL de LB, y se incubd bajo agitacidon (200 rpm), durante 68 h,

a 16 °C. Esta suspension se utilizé como indculo de los siguientes experimentos.

2.3.2 Condiciones de cultivo para la produccion de celulasas

Se transfirieron 5 mL del indculo obtenido en 2.3.1 a matraces de 2 L conteniendo 500 mL de medio
GS2 suplementado con diferentes fuentes de carbono celulésico: carboximetilcelulosa (CMC, SIGMA
C5678), papel de filtro Whatman N°1, Celulosa (SIGMA 435236) o Avicel (SIGMA 11363) en
concentraciones de 0,5 % m/v. Se realizé también un cultivo control, sin el agregado de sustrato
celuldsico. En todos los casos se incubd durante 72 h a 16 °C, con agitacién a 200 rpm y a diferentes
tiempos se tomaron alicuotas para la determinaciéon del crecimiento y la produccidn de celulasas,

segln se describe a continuacion.

2.3.3 Determinacion del perfil de crecimiento y la cinética de la produccién de celulasas

Se evalud el crecimiento de AUG42 mediante la determinacidn de las Unidades Formadoras de
Colonias (UFC), para lo cual se tomaron alicuotas del cultivo (cada 12 h) y se realizaron las diluciones
seriadas hasta obtener colonias aisladas sobre placas de Petri conteniendo LB-agar, segiin el método
de la gota, que se explicard en el proximo parrafo. También se estimé la concentracién celular
midiendo la turbidez del cultivo a 620 nm, pero solamente cuando se utilizé CMC como sustrato
(Unico medio que no presentaba particulas en suspensién que interfieran en la medida de la
turbidez). Para ello se utilizd la siguiente estimacion: una turbidez a 620 nm igual a 1 equivale
aproximadamente a 2,5 x 10 8células/mL (Stevenson et al., 2016).

Asumiendo que existiria un crecimiento bacteriano similar entre el medio conteniendo CMC y el
resto de los medios de cultivo, se realizé el calculo de dilucién de los mismos, que permitiera obtener

un numero contable de células por placa. Se trabajé con tres diluciones seriadas, de forma tal que
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la dilucion intermedia presentara un nimero contable de células (entre 5 y 25 colonias por gota).
Para cada dilucién, se sembraron (por cuadruplicado) gotas de 10 uL, en un extremo de una placa
conteniendo LB-agar y se dejo deslizar la gota hacia el otro extremo de la placa. Las placas se
incubaron durante 4 dias a 16 °C, se contaron las UFC, y se realizé el calculo pertinente para obtener
las UFC/mL de cultivo.

Al mismo tiempo que se sacé una alicuota para medir el crecimiento, se extrajeron alicuotas de 2
mL del cultivo, se centrifugaron (10 min a 10000 rpm, 4 °C) y el sobrenadante se filtré utilizando
filtro estéril de Poliéster sulfona (PES) de 0,45 um de poro (se descartd el uso de filtros de celulosa
por el posible efecto de las celulasas sobre el material del filtro). Estos sobrenadantes de cultivo
libre de células se utilizaron para el anadlisis de actividad celulasa, mediante el analisis de las
actividades PASCasa (usando PASC como sustrato) y CMCasa (usando CMC como sustrato). Los
ensayos de actividad se describen en los puntos 2.4.1y 2.4.2, respectivamente.

Se estudiaron también ambas actividades en los sobrenadantes de cultivo de AUG42 crecido en el
medio GS2, utilizando en este caso algoddn, swichgrass (pasto varilla) y Eucalyptus globulus a una
concentracion de 0,5 % m/v. Los dos Ultimos sustratos, fueron previamente tratados por explosién
a vapor, 10 min a 200 °C (gentileza de Fabiana Rey, LATU). Se siguidé el mismo procedimiento de
cultivo descrito anteriormente aunque sélo se tomd una muestra, a las 48 h de iniciado el cultivo.
Se prepard un extracto libre de células, tal cual se indicd anteriormente en la seccidén 2.3.3, y se

realizd el analisis de actividades CMCasa y PASCasa.

2.3.4 Temperatura optima para la produccion de celulasas
Una vez seleccionado un sustrato celuldsico para la produccién de las enzimas, se analizé el perfil
de crecimiento y la cinética de produccidon de celulasas descritos en la seccién 2.3.3 a las

temperaturas de 11 °C, 16 °Cy 21 °C.

2.4 Determinacion de las actividades CMCasa y PASCasa
2.4.1 Actividad PASCasa

La mezcla de reaccidn se prepard incubando 75 ulL de sobrenadante de cultivo libre de células con
25 L de buffer acetato de sodio 500 mM, pH 5,5 y 150 L de PASC (obtenido mediante hidrdlisis

parcial previa; concentracidn aproximada 7,5 mg/mL; ver preparacion de PASC en Anexo 4. Otras
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mezclas y soluciones) durante 3 h a 40 °C, con agitacién orbital de 1000 rpm en el equipo Multi-
Therm de Benchmark. La reaccidn se detuvo por enfriamiento en bano de hielo y se centrifugé
(12000 rpm, durante 12 min, a 4 °C). En el sobrenadante de mezcla de reaccién obtenido, se analizd
la liberacién de azucares reductores mediante el método del acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS;
Bernfeld, 1955), segun se describe en el punto 2.4.3. Una unidad de enzima (U) se definié como la
cantidad necesaria de enzima para liberar 1 umol de azucares reductores en 1 h a 40 °C en buffer

acetato de sodio 50 mM, pH 5,5.

2.4.2 Actividad CMCasa

La mezcla de reaccién se prepard incubando 80 pL de sobrenadante de cultivo libre de células con
20 pL de buffer acetato de sodio 500 mM, pH 5,5y 100 pL de CMC al 2 % m/v (disuelto en agua),
durante 1 h a 40 °C, bajo agitacién orbital a 1000 rpm en el equipo Multi-Therm de Benchmark. La
reaccion enzimatica se detuvo por enfriamiento en bafio de hielo y se determind la liberacidn de
azucares reductores por el método del DNS, segun se describe en la seccidn 2.4.3. Una unidad de
enzima (U) se defini6 como la cantidad necesaria de enzima para liberar 1 umol de azucares

reductores en 1 h, a 40 °C, en buffer acetato de sodio 50 mM, pH 5,5.

2.4.3 Deteccidn de azUcares reductores: Método del dcido 3,5-dinitrosalicilico (DNS)

Se mezclaron volumenes iguales de mezcla de reaccion (o sobrenadante de mezcla de reaccion, para
los ensayos de actividad PASCasa, como se explica en la seccién 2.4.1) y de reactivo DNS: 200 uL
para la actividad CMCasa y 125 pL para la actividad PASCasa (para la preparacién del DNS ver el
Anexo 4. Otras mezclas y soluciones). En ambos casos, la mezcla se llevé a ebullicidén en bafio de
agua durante 10 min y luego se enfrié en bafio de hielo durante 5 min. Posteriormente se midié la
absorbancia a 550 nm en lector de placas de 96 pocillos (usando un volumen de 200 pL por pocillo).
Se realizé una curva de calibracién con glucosa en un rango de concentracién de 0 a 0,3 mM (ver
Anexo, 5. Curvas de calibracién) y a partir de la ecuacién de la recta se calculd la concentracién de
azucares reductores liberados durante las reacciones enzimaticas, y expresados como equivalentes

de glucosa.
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2.4.4 Determinacion de las condiciones de velocidad inicial para las actividades CMCasa y
PASCasa

Para ello se realizaron los ensayos de actividades PASCasa y CMCasa utilizando volimenes mayores
de reaccién (1,5 mL) pero conservando las mismas proporciones para la mezcla de reaccion
detalladas en las secciones 2.4.1y 2.4.2. Se tomaron alicuotas de 200 pL para medir el avance de la
reaccion cada 30y 15 min, y hasta un maximo de 210y 90 min, respectivamente. Se analizé el avance
de la reaccion graficando la liberacidn de azucares reductores en funcién del tiempo de reaccion, y

se determind entre qué tiempos la reaccion estaria en condiciones de velocidad inicial.

2.5 Caracterizacion parcial del preparado enzimatico

Se definid como “preparado enzimatico” al sobrenadante de cultivo de AUG42 libre de células,
obtenido en medio GS2 suplementado con papel de filtro, luego de 48 h de crecimiento a 16 °C.
Sobre dicho preparado se realizaron los siguientes ensayos de caracterizacién de las actividades
CMCasa y PASCasa: 1) a diferentes temperaturas y pHs; 2) en presencia de diferentes agentes
guimicos; 3) estabilidad en diferentes condiciones de almacenamiento.

A este preparado se le analizaron ademas, 4) actividades amilasa y celobiasa, y su correspondiente
caracterizacién parcial de propiedades bioquimicas (pH y temperatura éptimos).

Se procedié luego a un anadlisis del secretoma (proteinas presentes en el preparado enzimatico)
mediante: 5) SDS-PAGE e isoelectroenfoque, ambos acoplados a zimogramas (para evaluar
proteinas secretadas con actividad CMCasa y conocer su tamafio y punto isoeléctrico).

A su vez, y teniendo a disposicion el genoma de AUG42, se realizé 6) el estudio del CAZoma, para
identificar los genes relacionados a la produccidn de celulasas y 7) un shotgun de proteinas, para

identificar las proteinas secretadas y correlacionar esa informacién con el CAZoma.

2.5.1 Condiciones 6ptimas de temperatura y pH

Se analizaron las actividades CMCasa y PASCasa a diferentes temperaturas (20, 30, 40, 50, 60 y 70
°C), en buffer acetato de sodio 50 mM, pH 5,5 segun se detallé en los puntos 2.4.1y 2.4.2.

Para determinar el pH 6ptimo, se determinaron las actividades CMCasa y PASCasa a 40 °C segun se
describié en los puntos 2.4.1y 2.4.2, a diferentes pHs (3,5-9,5). Se utilizé el buffer de amplio rango

de pH denominado buffer mezcla (ver Anexo 2. Buffers) descrito por Ellis & Morrison (1982), que
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mantiene la fuerza idnica constante (0,10 + 0,01 M), ajustando el pH con soluciones de NaOH 4 M o
HCl 4M.

Tanto para la temperatura, como para el pH dptimo, se graficé la cantidad de azlcares reductores
liberados (1 moles/mL de preparado enzimatico) por hora, en funcién de la temperatura o pH de

reaccion.

2.5.2 Determinacioén del efecto de diferentes agentes quimicos sobre las actividades CMCasa

y PASCasa

Para este ensayo, se incubaron 35 uL de soluciéon de agente a evaluar con 45 uL del preparado
enzimatico (a 25 °C, en agitacidn orbital de 1000 rpm, durante 15 min), luego se agregé el sustrato
(PASC 0 CMC 2 % m/v) y buffer acetato de sodio 50 mM, pH 5,5 y se procedié tal cual se describid
en los puntos 2.4.1 y 2.4.2. Los agentes utilizados fueron los siguientes, en las concentraciones
finales indicadas: cloruro de cobalto (CoCl,) y de manganeso (MnCl;) en 10 uM; dodecilsulfato
sddico (SDS) en 10 mM, 2 mM y 0.2 mM; fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF) en 1 mM; sulfato de
cobre (CuSO4) en 1 mM; sulfato de amonio [(NH4),S04] en 45 mM; sulfato de magnesio (MgSQ0.,) en
20 mMy sulfato de potasio (K;S04) en 1 mM; sacarosa en 300 mM; N-etilmaleimida (NEM) en 1 mM,;
y acido etilendiaminotetraacético (EDTA) en 1 mM y 0,1 mM.

Se realizd un control sin agente quimico (agregando agua destilada). Se determiné la actividad
remanente, considerando a la actividad registrada para el control, como el 100 %.

A su vez se realizaron controles negativos, invirtiendo el orden de los reactivos en el ensayo: a la
solucidn de sustrato se agrego el agente quimico, luego el reactivo DNS y finalmente el preparado
enzimatico. Para comparar los resultados y obtener una actividad relativa respecto al control
positivo, se realizaron andlisis estadisticos de los datos por ANOVA mediante el test Dunnett's

Multiple Comparison.

2.5.3 Estabilidad del preparado en diferentes condiciones de almacenamiento

Para evaluar la estabilidad a largo plazo del preparado enzimatico, se midieron las actividades
CMCasa y PASCasa al inicio (dia que se levanté el cultivo) y al cabo de 30 dias de almacenamiento a
-20 °C, 4 °Cy 20 °C. Se grafico la actividad remanente respecto al inicial (considerada como el 100

%) y los datos se analizaron por ANOVA mediante el test Dunnett's Multiple Comparison.
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También se evalud el efecto de la liofilizacion sobre estas actividades del preparado enzimatico. Para
ello, se midieron las actividades PASCasa y CMCasa del preparado antes y después a ser liofilizado.

El liofilizado se disolvié en agua Milli Ro estéril (en el mismo volumen previo a la liofilizacién).

2.5.4 Ensayos de actividades celobiasa y amilasa
Estas actividades enzimaticas se analizaron en el preparado enzimatico (definido en la seccién 2.4)

segln se describen a continuacion.

2.5.4.1 Actividad amilasa

La presencia de amilasas se evalud incubando 100 pL de preparado enzimatico (sin concentrar y
concentrado 5 veces por liofilizacién, 5X) con 100 pL de almiddn soluble al 1 % m/v (preparado en
buffer acetato de sodio 50 mM, pH 4,6) a temperatura ambiente. La mezcla se incubd por 1h, 2h,
3h 0 24 hy al cabo de los mismos, se agregd DNS (200 ulL) y se llevé a ebulliciéon en bafio de agua
durante 5 min. Se agregaron 1,5 mL de agua destilada, se enfrié en bafio de hielo y se midio la
absorbancia a 540 nm. La concentracidn de azucares reductores se calculé usando una curva de

calibracion con glucosa (concentracion entre 0y 0,6 mg/mL).

2.5.4.2 Actividad celobiasa

Para la mezcla de reaccion se incubaron 400 plL de preparado enzimatico con 100 uL de celobiosa
40 mM disuelta en el buffer acetato de sodio 50 mM, pH 5,5 por 2 h, a 40 °C, bajo agitacidn orbital
de 1000 rpm en el equipo Multi-Therm. Luego de cada reaccion, la cantidad de glucosa liberada se
midio utilizando el kit Glucosa-Spinreact (Ref 1001191), siguiendo las instrucciones del fabricante.
Se incubaron 20 uL de mezcla de reaccién con 200 pL de reactivo (provisto por el kit) durante 30
min a temperatura ambiente. Luego se midié la absorbancia a 505 nm y los valores de absorbancia
se correlacionaron con una curva de calibracién realizada con glucosa en concentraciones conocidas
(0,1 a 0,8 mg/mL). Como control positivo de actividad celobiasa se utilizd6 una mezcla de enzimas
comerciales (pCL5 Cytolase).

Se determinaron también, el pH (entre 3,5 - 9,5 a 40 °C, utilizando el buffer mezcla) y temperatura
(entre 10y 60 °C, a pH 5,5, utilizando el buffer acetato de sodio tal cual se describe en el parrafo

anterior) 6ptimos del ensayo de actividad.
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2.5.5 Analisis del secretoma
Se definid secretoma al conjunto de proteinas presentes en el preparado enzimatico. Este se estudié
mediante técnicas de electroforesis, espectrometria de masas (shotgun de proteinas) y analisis

bioinformaticos asociados especialmente a la busqueda de celulasas.

2.5.5.1 Electroforesis desnaturalizante (SDS-PAGE) acoplada a zimograma

Se analizé el preparado enzimdatico mediante SDS-PAGE en condiciones desnaturalizantes vy
reductoras (la muestra se tratd con SDS y B-mercaptoetanol en el buffer de muestra) pero sin
calentar a ebullicion. Se sembraron 5 pL de la muestra (2,5 veces concentrado por liofilizacién; 2,5X)
en diferentes carriles, en gel de poliacrilamida (separador al 12% y concentrador al 6%) y se realizd
la corrida durante 75 min a 110 V (la preparaciéon de buffers y geles de poliacrilamida se describen
en el Anexo 3. Geles de poliacrilamida). Para estimar el tamafio molecular de las proteinas se utilizd
el marcador Color Plus (NEB Cat: P7711S), con proteinas de tamafio en el rango de 10 a 230 kDa.
Luego de la corrida electroforética el gel se dividiéd en dos partes, dejando por un lado un carril
sembrado con la muestra (parte A) y por otro lado una mitad de gel donde se sembré la muestray
el marcador de tamafio molecular (parte B).

Sobre el gel de la parte A, se realizé el zimograma: las proteinas se transfirieron por contacto a un
segundo gel de poliacrilamida preparado al 10 % de entrecruzamiento con CMC incluida a una
concentracién de 0,14 % m/v. Ambos geles, siempre en contacto entre ellos, se sumergieron en
buffer acetato de sodio 50 mM, pH 5,5 a 37 °C. Luego de 1 h ambos geles se separaron. El gel con
CMC se incubd con solucion de Rojo Congo al 0,1 % m/v a temperatura ambiente durante 15 miny
luego se lavé tres veces con NaCl 1M. La hidrélisis del CMC se visualiza como bandas mas claras de
color blanco-amarillo en un fondo rojo.

El gel de la parte B se incubd con solucién de Coomassie R-250 (ver su preparacion en el Anexo 4.
Otras mezclas y soluciones) para la visualizacion de bandas proteicas. Considerando que la corrida
electroforética se desarrollé de manera uniforme, se compararon indirectamente las partes Ay B
del mismo gel. Las bandas de actividad celulasa del zimograma se confrontaron con las bandas de
proteinas del gel B (muestra y marcador de tamafio molecular), identificando asi el tamafio

molecular aparente de las celulasas.
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2.5.5.2 Isoelectroenfoque acoplado a zimograma

El preparado enzimatico (25X, con alta concentracién de sales provenientes del medio de cultivo)
se desald utilizando una columna de gel filtracion comercial (NAP-5, GE Healthcare), pre-equilibrada
con una solucion de NaCl 0,15 M. Se aplicaron 500 pL del preparado enzimdtico concentrado y se
eluyeron con 1 mL de NaCl 0,5 M (la concentracidn final del preparado enzimatico fue de 12,5X). El
mismo procedimiento se realizd también para un preparado enzimatico 5X (luego de eluido,
concentracion final de la muestra 2,5X).

El isoelectroenfoque (IEF) se realizé en el equipo automatizado PhastSystem (Pharmacia LKB,
Suecia), sembrando la muestra en el gel comercial PhastGel IEF 3-9 (con gradiente de pH entre 3y
9) y siguiendo las especificaciones indicadas por el fabricante. Las bandas proteicas se visualizaron
por tincién automatica en el mismo equipo, mediante tincién con plata (gel A).

Se realizd un segundo IEF (sin la etapa de tincidn automadtica), se realizd la transferencia a un gel de
poliacrilamida con CMC (gel B) y se revelaron las bandas con actividad celulasa tal cual se indicé mds
arriba (seccién 2.5.5.1). Luego se sumergio6 el gel en acido acético 0,1 M para modificar su color de
rojo a azul y facilitar la visualizacidn.

Por comparacién del perfil de proteinas entre ambos geles, el marcador de punto isoeléctrico (pl) y
las bandas con actividad celulasa (comparacion de los geles Ay B), se determind el pl de las proteinas

con actividad celulasa.

2.5.5.3 SDS-PAGE e identificacion de bandas presentes en el preparado enzimdtico.

Se realizé una SDS-PAGE desnaturalizante, de igual manera que se detallé en seccién 2.5.5.1, pero
esta vez la muestra tratada se calenté en bafio a ebullicion durante 5 min. Las bandas visibles, luego
de la tincidn con Coomassie R-250, se enviaron a identificar al servicio de espectrometria de masas
(UbyPA) del Institut Pasteur (Montevideo, Uruguay). Los péptidos obtenidos se compararon con el
genoma anotado de la cepa tipo de Flavobacterium frigidarium, bacteria de alta homologia con
AUGA42 segun la secuencia del gen codificante para ARN ribosomal 16S (al momento de este ensayo

no contabamos con el genoma de la cepa AUG42 secuenciado).

2.5.6 Busqueda de posibles celulasas en el genoma de AUG42: analisis del genoma y CAZoma
Durante el desarrollo de la Maestria, se envié a secuenciar el genoma de Flavobacterium sp. AUG42,

el cual se ensambld y anotd por un integrante de nuestro grupo de trabajo en el servidor RAST
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Version 2.0 (Rapid Annotation using Subsystem Technology) (Aziz et al., 2008). Las secuencias
proteicas de AUG42 se analizaron utilizando la base de datos PFAM 31.0 (https://pfam.xfam.org/)
que realiza la busqueda basada en similitudes de dominios, para la identificacion de proteinas (Finn
et al., 2016).

Para la identificacion particular de las enzimas activas sobre carbohidratos (CAZymas, en inglés
Carbohydrate Active Enzymes, CAZymes), todas las secuencias aminoacidicas se analizaron
mediante la base de datos dbCAN (Yin et al., 2012), un servidor web utilizado para identificar las
CAZymas y los dominios de unién a carbohidratos. Los resultados obtenidos por dbCAN también se
analizaron manualmente mediante BLASTP utilizando la base de datos UniprotKB-SwissProt
(https://www.uniprot.org/statistics/Swiss-Prot) y PDB (https://www.rcsb.org/). Al conjunto de
secuencias aminoacidicas posiblemente involucradas en el metabolismo de carbohidratos se le

denomindé CAZoma.

2.5.7 Shotgun de proteinas: estudio del secretoma por espectrometria de masas

Se analizd el preparado enzimatico mediante un andlisis total de las proteinas presentes mediante
espectrometria de masas, definido como shotgun de proteinas. Para ello, se liofilizaron tres réplicas
del preparado enzimdtico, se suspendieron en agua destilada y se cuantificd la concentracion de
proteinas por el método de Bradford (Bradford, 1976). Se realizd6 una SDS-PAGE sembrando los
preparados tratados en condiciones desnaturalizantes, calentando en bafio a ebullicion durante 5
min (cantidad de proteina conocida, ver Seccion 3. Resultados) y se procedié de igual manera que
se explica en la seccién 2.5.5.1.

La corrida electroforética se detuvo luego que las muestras ingresaran 1 cm en el gel separador. Se
realizé la fijacion y tincion con Coomassie G-250 (ver Anexo 4. Otras mezclas y soluciones), se
recortaron las bandas proteicas y se enviaron a identificar al servicio CEQUIBIEM (Universidad de
Buenos Aires/CONICET, Argentina). Luego de realizada la espectrometria de masas se consideraron
aquellas proteinas representadas por al menos dos péptidos. Contando con el genoma del
microorganismo (particularmente el CAZoma), se realizd una comparacién para identificar las

proteinas presentes en el secretoma.

2.5.8 Modelado y docking de algunas proteinas
Se construyeron los modelos de los sitios cataliticos (mddulos GH) de las proteinas 265 y 976,

detectados a partir del analisis en dbCAN. Para la proteina 265, el mddulo catalitico a modelar fue
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el GH9, comprendido entre los aminoacidos 31 - 467, y para la proteina 976, el mddulo catalitico
fue el GH5, comprendido entre los aminodcidos 50 - 307. Para ello, se utilizé el servidor SWISS-
MODEL (https://swissmodel.expasy.org/), donde se incluyé la secuencia de aminodacidos
correspondiente al dominio GH a modelar. Se eligieron los tres moldes de mayor puntaje (proteinas
con estructura resuelta usadas como molde), y se construyeron los modelos en el mismo sitio web.
Se eligid el modelo que presentd mayor GMQE (Global Model Quality Estimate), se visualizaron los
aminodcidos en posiciones permitidas y no permitidas, segln el grafico de Ramachandran, y se
continué  trabajando con los modelos en el programa Chimera  1.13.1
(http://www.rbvi.ucsf.edu/chimera). Posteriormente, se utilizd el servidor PubChem
(https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/) para obtener la estructura de los sustratos celuldsicos:
celotetraosa (cuatro unidades de glucosa unidas por enlaces B-1,4) y celobiosa. Dichos sustratos se
utilizaron para realizar el docking en el programa Chimera.

Para realizar los docking fue necesario conocer previamente la zona probable del sitio activo del
modelo. Para ello se realizd una busqueda de un “modelo semilla”, una estructura proteica
cristalizada con su sustrato (proveniente de la lista de posibles moldes, obtenida por SWISS-MODEL).
Se compararon ambas estructuras mediante una busqueda de homologia estructural con Ila
herramienta MatchMaker del programa Chimera. Se visualizé la probable zona del sitio activo y se
registraron las coordenadas del sitio. Posteriormente, se abrieron las estructuras de interés para el
docking: modelo de celulasa creado (o ligando) y celotetraosa (o sustrato) y se prepararon para
docking mediante la herramienta Dock Prep, del programa Chimera. Posteriormente, se utilizo la
herramienta AutoDock Vina (también del programa Chimera) para proceder al docking.

Para el caso de la proteina 265 se realizé un segundo docking con una molécula de celobiosa. Luego
de realizado el docking, se sefialé la superficie del modelo, el sustrato y las estructuras secundarias
del modelo y se enfatizd en los aminodcidos involucrados en el sitio activo, especialmente los

enlaces de hidrégeno entre la proteina y el sustrato, y los aminodcidos cataliticos.
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2.6 Aplicacion del preparado enzimatico para sacarificacion y posteriores ensayos de

fermentacion

2.6.1 Seleccion de sustrato a sacarificar

Se analizaron distintos sustratos factibles de sacarificar: CMC, papel de diario con tinta negra, papel
de diario sin tinta, a-celulosa (SIGMA C8002), avicel (SIGMA, 11363), celulosa microcristalina
(SIGMA, 435236), switchgrass, E. globulus y papel de filtro Whatman N° 1 en concentracidn final de
0,5 % m/v. Se incubaron 150 uL de preparado enzimatico con 150 pL de sustrato en buffer acetato
de sodio 50mM pH 5,5 (6 con el sustrato dispuesto en cinta torneada, como en el caso de los
papeles) durante 4 h a 40 °Cy bajo agitacién orbital a 1000 rpm en Thermomixer. Luego se midieron

los azlcares reductores liberados, mediante el método del DNS.

2.6.2 Condiciones de sacarificacién de CMC

Una vez seleccionada la CMC como sustrato, se evalud la capacidad de sacarificacion del preparado
enzimatico, en dos condiciones: 1) en buffer acetato de sodio, y 2) en un medio minimo de cultivo
utilizado en ensayos de fermentacidn alcohdlica (Medio Ingenieria, ver Anexo 1. Medios de cultivo),
ambos a pH 5,5.

Los ensayos se realizaron segun se describio en la Seccion 2.6.1, pero en volumenes mayores (2 mL
de volumen final). Se tomaron alicuotas cada 12 h aproximadamente, durante 55 h, a las cuales se
les determinaron los azucares reductores por el método del DNS.

Para el ensayo 1), se mezclaron 800 uL de preparado enzimatico con 1000 uL de CMC 2 % m/v
(concentracion final 1 % m/v) y 200 uL buffer acetato de sodio 500 mM (concentracion final 50 mM),
a pH 5,5. Para el ensayo 2), se mezclaron 800 pL de preparado enzimatico con 1000 uL de CMC 2 %
m/v, suspendido en Medio Ingenieria (preparado al doble de su concentracion, 2X) a pH 5,5 y 200
uL de agua destilada. Ambas reacciones se incubaron a 30 °C bajo agitacion orbital a 1000 rpm. Se
graficaron los azlcares reductores obtenidos (la absorbancia medida a 550 nm) en funciéon del

tiempo de incubacién.
2.6.3 Preparacion de pre-indculo e indculo de Saccharomyces cerevisiae CAT-1
El realizd un pre-inéculo de S. cerevisiae, colocando de manera aséptica una colonia de la levadura

en un tubo de precultivo con 5 mL de Medio Indculo (ver Anexo 1. Medios de cultivo). Se crecié toda
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la noche a 37 °C, bajo agitacion a 200 rpm. Se agregd este pre-indculo (1% v/v) a un matraz de 1L
conteniendo 200 mL de Medio Inéculo, se crecidé en las mismas condiciones que el pre-indculo
durante 24 h y se midié la turbidez a 620 nm. Se centrifugd el cultivo (10000 rpm, 10 min, 4 °C), se
descartd el sobrenadante y se suspendid el pellet celular en 400 mL NaCl 0,9 % m/v estéril. La
suspension se centrifugd en las mismas condiciones, se descarté nuevamente el sobrenadante y se
suspendio el pellet en NaCl 0,9 % m/v estéril hasta llegar a un volumen total conocido, por ende una
turbidez conocida, tal que permitiera una turbidez final de 10 unidades en los viales de fermentacion

(ver mas adelante, Seccion 2.6.4).

2.6.4 Ensayos de sacarificacion y fermentacion secuencial

Se realizaron distintos ensayos de sacarificacion y fermentacién secuencial (como se muestra en la
Figura 2.2). En los mismos se variaron: 1) la cantidad de preparado enzimatico (liofilizado y disuelto
en el minimo volumen de agua Milli Ro) en el rango de actividad CMCasa entre 0,8 y 44,3 U/mL; 2)
el tamafio de los viales (100 mL o 20 mL); 3) el volumen de medio de fermentacién en los viales
(Medio Ingenieria): 40 mL para los viales de 100 mLy 10 o 15 mL de medio para los viales de 20 mL;
4) la temperatura de pre-sacarificacion (30, 37 0 50 °C) y 5) la concentracion de sustrato celuldsico,
CMC (enelrangode 1% a5 % m/v).

El medio de fermentacion se distribuyd en los viales, que posteriormente se sellaron y esterilizaron
por autoclave. Se inyecté de manera aséptica el preparado enzimatico (filtrado a esterilidad por
filtros de 0,45um) conteniendo una cantidad conocida de unidades CMCasas y se procedio a la pre-
sacarificacion. La misma se evalud durante un tiempo determinado (rango de 20 a 40 h), a una
temperatura controlada (30, 37 o 50 °C) y bajo agitacion orbital a 200 rpm. Se extrajo de manera
aséptica una alicuota de 1 mL (volumen pequefio para no alterar de manera significativa el volumen
de fermentacién en batch) para determinar azlicares reductores. Posteriormente, se inyectd un
inéculo de Saccharomyces cerevisiae CAT1 en los viales. La concentracidon de este indculo fue tal que
luego de su inyeccidn en los viales, la concentracién final celular en el medio de fermentacion tuviera
una turbidez de 10 unidades (medida a 620 nm, camino éptico de 1 cm). La fermentacion se dejé
transcurrir por 48 h. Se realizaron controles positivos: 1) con glucosa 1 % m/v como sustrato, 2) con
glucosa 1 % m/v y preparado enzimatico y; 3) utilizando celulasas comerciales (Mix de celulasas
producidas por Aspergillus niger; SIGMA, 22178) (concentracion final de 17,5 mg/mL). También se
realizaron controles negativos: 1) fermentaciones sin preparado enzimatico y 2) sin sustrato (ni CMC

ni glucosa).
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En otros ensayos, se incorpord una celobiohidrolasa | de Trichoderma reseii (SIGMA, E6412) a una
concentracién de 0,22 U/mL de actividad CMCasa, a los efectos de reforzar el preparado enzimatico.
Se tomaron alicuotas de 1 mL en manera aséptica cada 24 h, se filtraron por filtro de 0,22 um y se
congelaron a -20 °C hasta su posterior analisis. Luego, se midié la cantidad de azucares reductores
liberados por el método del DNS y la cantidad de etanol producido por fermentacion luego de las
48 h de fermentacidn, utilizando el equipo GC-FID Shimadzu 2010 plus, inyectando la muestra con
1-butanol como estandar interno. Los primeros ensayos de Fermentacién (extraccién de muestras
y medida de etanol), fueron realizados por la Mag. Victoria Brafia en el Instituto de Investigaciones

Bioldgicas Clemente Estable.
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Figura 2.2. Esquema que representa el procedimiento de sacarificacién y fermentacién alcohdlica

2.6.5 Rendimiento de etanol

Se calculd el rendimiento porcentual de produccién de bioetanol, asumiendo que rendimiento ideal

gue sigue la siguiente relacién: 1 mol de glucosa se convierte en 2 moles de etanol. Esta relacién,

equivale a decir que cada 1 g de glucosa se obtienen 0,51 g de etanol.
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Cuando se utilizé un sustrato celuldsico (CMC, con grado de carboximetilacion entre 0,65 y 0,90), se
promedié el peso molecular de la glucosa probablemente sustituida con grupos carboximetil-sodio,
siendo este de 232,7 g/mol. Esto equivale a decir que en un rendimiento ideal (100 %), por cadalg
de CMC existirian 4,3 mili-moles de glucosa, que se convertirian en 8,62 mili-moles de etanol, por lo

tanto, 1 g de CMC se convertiria en 0,40 g de etanol.
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3. Resultados

3.1 Seleccién del microorganismo productor de celulasas

En las etapas iniciales de esta Tesis, se trabajo con siete aislamientos bacterianos (entre los cuales
estaba Serratia sp. AUG50, microorganismo propuesto inicialmente en el proyecto de Tesis). Como
resultado, no se detectd actividad PASCasa ni CMCasa en el sobrenadante de cultivo de ninguno de
los aislamientos, a excepcidon de Flavobacterium sp. AUG42. Este aislamiento fue el Unico que
produciria enzimas con actividades CMCasa y PASCasa en medio liquido con papel de filtro como

fuente de carbono celuldsico, razén por la que se lo eligid para centrar los estudios de esta Tesis.

3.2 Microscopia de barrido electrénico de AUG42

Para determinar el tamafio y la forma de las células de Flavobacterium sp. AUG42, y su
comportamiento con el papel de filtro, se recurrié al andlisis de microscopia de barrido electrénico.
Se trata de un bastén de aproximadamente 2 um de largo y 0,5 um de ancho. Cuando crecié en
medio GS2, sin el agregado de una fuente celulésica, se formaron cadenas de bacterias unidas en
sus extremos, y probables vesiculas que se conectan entre si formando estructuras denominadas
collares de perlas (Figuras 3.1y 3.2). Cuando crecié en medio GS2 con papel de filtro, se observaron
colonias aisladas, distribuidas de manera aleatoria sobre la superficie del papel (Figuras 3.3 y 3.4).
La estructura del papel, no se vio significativamente afectada respecto a la muestra control de papel

sin cultivo bacteriano (Figuras 3.3, 3.4y 3.5).
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Figura 3.1. Flavobacterium sp. AUG42 8500X, microscopia electronica de barrido (MEB). Se observa un
agrupamiento de las bacterias formado cadenas largas.

Figura 3.2. Flavobacterium sp. AUG42 27000X, MEB. Se muestra como las bacterias interactian entre si,
mediante los “collares de perlas”: cadenas de vesiculas que conectan las células.
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Figura 3.3. Flavobacterium sp. AUGA42 crecida en GS2 con papel de filtro Whatman N°1 como sustrato
celuldsico, 2200X, MEB. Se muestra la estructura superficial de la celulosa, con las bacterias sobre su
superficie.

Figura 3.4. Flavobacterium sp. AUG42 crecida en GS2 con papel de filtro Whatman N°1, 16000X, MEB.
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Figura 3.5 Papel de Filtro Whatman N° 1 incubado por 48 h en medio GS2 a 16 °C, 200 rpm. Aumento 7500X,
MEB.

3.3 Perfil de crecimiento y cinética de produccion de celulasas producidas por
Flavobacterium sp. AUG42

A partir del resultado presentado en el punto 3.1, se decidié evaluar otros sustratos celulésicos
(ademas del papel de filtro) para determinar si éstos eran también inductores de la produccién de
celulasas; y ademas, dilucidar entre ellos, cual seria el mejor inductor para AUG42. Para ello, se
estudio el perfil de crecimiento (Figura 3.6) y la cinética de produccién de celulasas (Figura 3.7, y
3.8) utilizando el medio de cultivo GS2, suplementado con distintas fuentes celulésicas (CMC, avicel

y celulosa) y como control, se utilizd el medio sin fuente celuldsica agregada.
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3.3.1 Perfil de crecimiento de Flavobacterium sp. AUG42

Los resultados se muestran en la Figura 3.6 y revelan que AUGA42 tiene un perfil de crecimiento
similar en las cuatro fuentes celuldsicas ensayadas, destacdndose la CMC como el sustrato que
permitié obtener el mayor valor de UFC/mL. Para el caso control (sin sustrato celuldsico), la bacteria
crecié de manera exponencial durante las primeras 24 h de cultivo, con un tiempo de generacion
similar al observado para los cultivos suplementados con fuentes celuldsicas (3,3 £ 0,3 h). Luego de
este tiempo (24 h), el nUmero de bacterias viables se mantuvo estable, es decir, el cultivo comenzd
la fase de crecimiento estacionaria alcanzando un maximo de 1 E 9 UFC/mL el cual se mantuvo hasta
las 72 h de crecimiento.

Para los otros cultivos (GS2 con diferentes sustratos celuldsicos) se observé un crecimiento diduxico
con cambio de fuente de carbono y energia: durante las primeras 26 h el cultivo crecié en presencia
de extracto de levadura, luego la bacteria utiliza los sustratos celuldsicos para continuar creciendo
hasta las 40 - 48 h de crecimiento, tiempo en el cual se alcanzé la mayor cantidad de UFC/mL (1 E
10 UFC/mL, aproximadamente). Luego de este tiempo, el nimero de bacterias viables continué en

el mismo 6rden (fase estacionaria) hasta las 72 h de crecimiento.

Curvas de crecimiento

124 -4~ CMC

-6~ Celulosa

-5 Auvicel

--o-- Papel de filtro

- Sin sustrato celuldsico

Log1o(UFC/mL)

Tiempo (h)

Figura 3.6. Curvas de crecimiento de Flavobacterium sp. AUG42 en medio GS2 suplementado con distintos
sustratos celulésicos, a 16 °C y 200 rpm. El crecimiento estd expresado en Logio (UFC/mL) en funcion del
tiempo de crecimiento. Las barras de error corresponden al desvio estandar.
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3.3.2 Cinética de produccion de celulasas de AUG42
La produccién de celulasas se siguido mediante los ensayos de actividades PASCasa y CMCasa, y los

resultados se muestran en las Figuras 3.7 y 3.8, respectivamente.

PASCasas
1.5-
-+ CMC
y { - Celulosa
1.0- = Avicel

--o- Papel de filtro
-#- Sin sustrato celuldsico

U/mL

Figura 3.7. Actividad PASCasa de los sobrenadantes de cultivo de Flavobacterium sp. AUG42 crecida en medio
GS2 suplementado con distintos sustratos celuldsicos, a 16 °C y 200 rpm, en funciéon del tiempo de
crecimiento. Las barras de error corresponden al desvio estandar.

CMCasas
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_____ - CMC
8- ; } -o- Celulosa
-5 Avicel
_, 6- - Papel de filtro
55_ ’ -#- Sin sustrato celuldsico
4-
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Figura 3.8. Actividad CMCasa de los sobrenadantes de cultivo de Flavobacterium sp. AUG42 en medio GS2
suplementado con distintos sustratos celulésicos, a 16 °C y 200 rpm, en funcidn del tiempo de crecimiento.
Las barras de error corresponden al desvio estandar.
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Se observd que en ambos casos la actividad enzimatica presente en los sobrenadantes libres de
células, fue maxima cuando el microorganismo crecié con papel de filtro como sustrato celuldsico.
A su vez, la mayor actividad sobre ambos sustratos (PASC y CMC) se logro alrededor de las 48 h de
crecimiento, tiempo que coincide con una fase de crecimiento exponencial tardia, principios de la
fase estacionaria.

Estos resultados sugieren que todos los sustratos celuldsicos evaluados inducen la produccién de
celulasas en AUG42; que el papel de filtro es el mejor inductor; y que la maxima produccién ocurre
durante la fase exponencial tardia, principios de la fase estacionaria. En base a esto, se probd si
otros sustratos celuldsicos eran capaces de inducir la producciéon de celulasas, a las 48 h de

crecimiento.

3.3.3 Sustratos celuldsicos alternativos para inducir la produccion de celulasas

Se exploré también el potencial de otros sustratos celuldsicos como posibles inductores de la
produccién de celulasas, pero analizando la actividad a un Unico tiempo de crecimiento (48 h), el
tiempo que coincide con la mayor produccién de celulasas en los medios antes explorados. Los
resultados (Tabla 3.1) muestran que ninguno de los tres nuevos sustratos (algodon, switchgrassy E.
globulus) resulté ser buen inductor de la producciéon de PASCasas. Sin embargo, se obtuvo una
actividad CMCasa de 4,3 £ 0,3 U/mL cuando AUG42 crecié con switchgrass como sustrato celuldsico,
lo cual representa un 50 % de la actividad CMCasa detectada en el sobrenadante de cultivo de la

bacteria crecida en papel de filtro, para un mismo tiempo de crecimiento.

Tabla 3.1. Actividad PASCasa y CMCasa, medida en el sobrenadante de cultivo de Flavobacterium
sp. AUG42 luego de 48 h de crecimiento a 16 °Cy 200 rpm..

Sustrato celulésico (0,5 % PASCasas (U/mL) CMCasas (U/mL)
m/v)
Algodon 0,17 £ 0,01 2,4+0,2
Switchgrass 0,26 £ 0,02 4,3+0,3
E. globulus 0,13+0,03 0,43 +0,04
Avicel 0,17 + 0,08 2,0+0,1
CMC 0,18 + 0,08 2,0+0,1
Celulosa 0,06 £ 0,09 1,0+0,1
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Papel de filtro 1,2+0,2 8,2+0,1

Control sin fuente celulésica 0,08 £ 0,08 0,1+0,1

3.3.4 Temperatura éptima para la produccion de celulasas
Una vez establecido que se trabajaria con el aislamiento AUG42 crecido en el medio GS2

suplemetado con papel de filtro como fuente de carbono celuldsico, se analizaron el perfil de
crecimiento y la cinética de produccién de celulasas, a diferentes temperaturas.

Para ello, se varié la temperatura de crecimiento de la bacteria y se determinaron las actividades
CMCasa y PASCasa en los sobrenadantes de cultivo libres de células a tres temperaturas: 16 + 5 °C

(11 °C y 21 °C). Los resultados se muestran en las Figuras 3.9 (curvas de crecimiento) y 3.10

(actividades PASCasa y CMCasa).
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Figura 3.9. Crecimiento de Flavobacterium sp. AUG42 a temperaturas de 11, 16 y 21 °C, en medio GS2

suplementado con papel de filtro como sustrato celulésico. Las barras de error corresponden al desvio
estandar.

Flavobacterium sp. AUG42 mostré mayor crecimiento a 16 °C (Figura 3.9), donde se obtuvo el mayor
ndmero de células viables [1 E (10,3 * 0,4) UFC/mL] comparado con el crecimiento a 21 °C [1 E (9,4

+0,1) UFC/mL] y 11 °C [1 E (9,0 + 0,1) UFC/mL].
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Figura 3.10. Cinética de produccién de celulasas a diferentes temperaturas de crecimiento. a) Actividad
PASCasa y b) actividad CMCasa de los sobrenadantes de cultivo de AUG42 crecida a 11, 16 y 21 °C, en funcidn
del tiempo de crecimiento. Las barras de error corresponden al desvio estandar.

Para las tres temperaturas probadas, el maximo valor de UFC/mL se obtuvo a las 48 h de
crecimiento. Luego de este tiempo, la cantidad de bacterias viables se estabilizé (comienza la fase
estacionaria) o incluso disminuyd, como se observa a los 16 y 21 °C, sugiriendo que la cantidad de
células que mueren es mayor a la cantidad que se esta generando (fase de muerte). AUG42 presentd
un tiempo de generacion durante la fase de crecimiento exponencial de: 1) 3,3+ 0,3 h a 16 °C; 2)
3,8+0,3ha21°Cy3)50+0,3hall°C.

Respecto a los niveles de actividades enzimaticas, presentes en los sobrenadantes de cultivo de
AUG42 crecida a las tres temperaturas mencionadas (Figura 3.10), se encontré que la mayor
actividad celulasa (tanto PASCasa como CMCasa) se detecté cuando la bacteria crecié a 16 °C luego
de 48 h de crecimiento.

A partir de los resultados anteriores, se definié como “preparado enzimatico” al sobrenadante de
cultivo de AUG42 obtenido luego de crecer la bacteria en medio GS2 suplementado con papel de

filtro por 48 h a 16 °C. A continuacion se describe la caracterizacidn bioquimica realizada al mismo.
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3.4 Caracterizacion bioquimica del preparado enzimatico

3.4.1 Determinacion de las condiciones de velocidad inicial de la actividad celulasa

Si bien la determinacidn de actividad enzimatica en condiciones de velocidad inicial se realiza con
enzimas puras, en este caso se buscaba conocer en qué tiempos de incubacién, del preparado
enzimatico con el sustrato, las condiciones se acercan a las de velocidad inicial. Para ello, se lo incubd
con los sustratos celuldsicos CMC y PASC durante diferentes tiempos y se siguié a la reaccidn
mediante la liberacién de azlcares reductores, en condiciones de pH y temperatura controladas.
Los resultados se muestran en las Figuras 3.11 y 3.12 (para actividades PASCasa y CMCasa,
respectivamente). Para los mismos se buscé el mejor ajuste de las series de datos, siendo éste un
ajuste hiperbdlico, pero también se realizé una regresion lineal de los datos determinandose que
dentro de los primeros 180 y 60 min de incubacién (actividades PASCasa y CMCasa,
respectivamente) la cantidad de producto liberado estuvo en una proporcion directa respecto al
tiempo de incubacidn, mostrando un R? de 0,96 y 0,97, respectivamente. Por ello, se continud

trabajando con la concentracidn de sustrato y tiempos de incubacién detallada en Materiales y

Métodos.
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Figura 3.11. Actividad PASCasa en funcion del tiempo de incubacién del preparado enzimatico con el sustrato
PASC (a 40 °Cy pH 5,5). Ajuste realizado de tipo no lineal, hiperbdlico. Las barras de error corresponden al
desvio estandar.
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Figura 3.12. Actividad CMCasa en funcién del tiempo de incubacion del preparado enzimatico con el sustrato
CMC (a 40 °Cy pH 5,5). Ajuste realizado de tipo no lineal hiperbélico. Las barras de error corresponden al
desvio estandar.

3.4.2 Determinacion de la temperatura y pH dptimos

Para determinar la temperatura a la cual se obtiene la mayor cantidad de producto por unidad de
tiempo, se incubd el preparado enzimatico con ambos sustratos, variando la temperatura del
ensayo entre 20y 70 °C, y trabajando a pH constante (5,5). Los resultados se muestran en la Figura
3.13 y se observa que tanto para la actividad PASCasa como para la CMCasa, la mayor cantidad de
azucares reductores liberados se obtuvo cuando el ensayo se realizé a 50 °C. Realizando un analisis
del grafico, y considerando como 100 % los azucares reductores producidos a 50 °C, se calcularon
los porcentajes relativos de los azlcares reductores liberados a partir de ambos sustratos celuldsicos

(PASC y CMC), los cuales se presentan la Tabla 3.1.
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Figura 3.13. Actividades PASCasa a) y CMCasa b) del preparado enzimatico a diferentes temperaturas. Se
muestran los pmoles de azlcares reductores liberados por mL del preparado enzimdtico en una hora de
reaccion, en buffer acetato de sodio 50 mM, pH 5, 5. Las barras de error corresponden al desvio estandar.

Tabla 3.1. Azucares reductores liberados a partir de PASC y CMC, utilizando el preparado enzimatico
a distintas temperaturas de incubacidn.

Porcentaje de azlcares reductores relativo a
distintas temperaturas

Sustratos 60 °C 50 °C 40 °C 30°C 20°C
PASC 27 100 75 55 35
CMC 60 100 94 50 45

Basados en estos resultados, la caracterizacion del pH dptimo se realizé a 40 °C, condicion que se
acerca a la temperatura 6ptima para la fermentacién etandlica por levaduras. Para ello, se realizaron
los ensayos enzimaticos a diferentes pHs en un rango de 3,5 a 9,5, utilizando el buffer mezcla
descripto en el ANEXO 2. Buffers. Los resultados se muestran en la Figura 3.14 (ay b).

El pH 6ptimo para la actividad PASCasa fue de 5,5 (Figura 3.14a) y para la actividad CMCasa fue de
6,5 (Figura 3.14b). De acuerdo al perfil de los graficos obtenidos, ambas enzimas actuarian mejor a

pHs neutros-levemente acidos, mostrando una notoria pérdida de actividad a pHs basicos.
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Figura 3.14. Determinacion de pH éptimo para las actividades PASCasa a) y CMCasa b). Se muestran los valores

de azucares reductores liberados por hora de reaccion, a 40 °C en buffer mezcla, por mL de preparado
enzimatico. Las barras de error corresponden al desvio estandar.

El resto de la caracterizacién de las actividades enzimaticas se realizd a pH 5,5 y 40 °C, condiciones

cercanas a las utilizadas durante la fermentacidn etandlica, y que no se alejan de las éptimas de

actividad del preparado enzimatico.

3.4.3 Efecto de agentes quimicos sobre las actividades enzimaticas

Con el fin de identificar posibles moléculas capaces de potenciar o inhibir las actividades CMCasa y
PASCasa, se incubd el preparado enzimatico con diferentes agentes y posteriormente se agrego el
sustrato correspondiente (CMC o PASC) y se prosiguio con el ensayo enzimatico, como se detalla en
Materiales y Métodos. Como control positivo, el preparado enzimatico se incubd con agua destilada.
La actividad de este control se considerd como 100 % y se calculd la actividad relativa o remanente

para cada uno de los agentes analizados. Los resultados se muestran en las Figuras 3.15 y 3.16.
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Figura 3.15. Actividad PASCasa frente a diferentes agentes quimicos. Actividad remanente obtenida luego de
incubar el preparado enzimatico con distintos compuestos quimicos. Analisis estadistico realizado con One
way ANOVA, Dunnett's Multiple Comparison Test. Las barras de error corresponden al desvio estandar.
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Figura 3.16. Actividad CMCasa frente a diferentes agentes quimicos. Actividad remanente obtenida luego de
incubar el preparado enzimatico con distintos compuestos quimicos. Analisis estadistico realizado con One
way ANOVA, Dunnett's Multiple Comparison Test. Las barras de error corresponden al desvio estandar.
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Estos resultados revelaron que el detergente aniénico SDS, a una concentracién de 10 mM,

disminuyd en un 60 % y 80 % las actividades relativas CMCasa y PASCasa, respectivamente. A

concentraciones menores (2mM y 0,2 mM), este agente no modificé la actividad celulasa de manera

significativa segun el test utilizado.

El ion cobre Cu?* inhibid la actividad PASCasa, obteniéndose un 40 % de la actividad remanente, en

las condiciones ensayadas.

El efecto de los cationes Mn?" y Co? no se analizd, ya que los mismos reaccionaron con el DNS,

desarrollando valores de absorbancia superiores al rango de sensibilidad del reactivo (incluso en

controles realizados sin la enzima).

Ninguno de los agentes utilizados incrementd la actividad celulasa de manera significativa, por lo

tanto, no se detectd ningun activador de las actividades CMCasa ni PASCasa.

3.4.4 Estabilidad de las actividades PASCasa y CMCasa del preparado enzimatico

Se estudid la estabilidad del preparado enzimatico, evaluando las actividades PASCasa y CMCasa

luego de 30 dias de almacenamiento a diferentes temperaturas: -20, 4 y 20 °C. Los resultados se

muestran en la Figuras 3.17ay 3.17b.
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Figura 3.17. Estabilidad a diferentes temperaturas. a) Actividad PASCasa y b) CMCasa. Se grafico el porcentaje
(%) de la actividad remanente del preparado enzimatico luego de su almacenamiento a distintas temperaturas
durante 30 dias, analizado estadisticamente con ANOVA mediante el test Dunnett's Multiple Comparison. *
significa “grado de significancia”, y ns significa “no significativo”. Las barras de error corresponden al desvio

estandar.
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Se observé que luego de 30 dias de almacenamiento el preparado mantiene mas del 60 % de la
actividad inicial a todas las temperaturas evaluadas, con la particularidad de que a 20 °C, el % de
actividad remanente fue menor que a 4 y a -20 °C. La actividad PASCasa disminuyo
significativamente en las tres temperaturas de almacenamiento. Segun el test Dunnett's Multiple
Comparison, se encontrd un grado de significancia para -20 °C y dos y tres grados de significancia
para 4 y 20 °C respectivamente, respecto al control (actividad medida el dia cero). En tanto, la
actividad CMCasa disminuyé de manera significativa (utilizando el mismo test estadistico que en el
caso anterior), sélo cuando el preparado se almacené a 20 °C.

Evaluando otras condiciones de almacenamiento (que a su vez pudieran facilitar el transporte y
manejo del preparado enzimdtico, sobre todo en un contexto industrial), se liofilizd el preparado
enzimatico. Como resultado, se vio que el preparado mantuvo el 100% de ambas actividades luego
de liofilizarlo.

Estos resultados permitieron afirmar que era posible almacenar el preparado enzimatico a 4 °C
durante 30 dias, sin una gran pérdida de actividades CMCasa y PASCasa, y que a su vez es posible
concentrarlo por liofilizacién, dato relevante por ejemplo, para almacenarlo, transportarlo o para

concentrarlo y profundizar en su caracterizacién.

3.4.5 Determinacion de otras actividades glucoliticas en el preparado enzimatico

Se analizd su potencial para degradar otros sustratos glucosidicos como almidén (polimero de D-
glucosas, unidas por enlaces a-1,4 y a-1,6) y celobiosa (dimero de D-glucosa unidas por un enlace
B-1,4). En ninguna de las condiciones evaluadas se detectd la presencia de actividad amilasa, pues
se probo el preparado enzimatico concentrado, sin concentrar, a distintos tiempos de incubacion,
entre otros y no se detectaron azucares reductores.

Cuando se evalud la presencia de actividad celobiasa en el preparado enzimdtico, (realizada de
acuerdo a lo descripto en Materiales y Métodos, Seccion 2.5.4), se detectd una liberacion de 0,50 +
0,05 umoles de glucosa por mL de preparado enzimatico, por hora de reaccion en buffer acetato de
sodio 10 mM, pH 5,5y a 40 °C.

Posteriormente se evalud esta actividad a distintos pHs (Figura 3.18) y temperaturas (Figura 3.19).
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Figura 3.18. Actividad celobiasa en funcion del pH, utilizando Buffer mezcla ajustado a distintos pHs. Las barras
de error corresponden al desvio estandar.
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Figura 3.19. Actividad celobiasa del preparado enzimatico, en funcién de la temperatura de incubacién. Las

barras de error corresponden al desvio estandar.

Como resultado se determind que el pH éptimo de la actividad celobiasa es de 5,5. Al igual que las
actividades CMCasa y PASCasa, la actividad celobiasa también funcionaria bien a pHs levemente
acido-neutros presentando ademads, un notorio descenso de actividad a pH basicos. En cuanto al
efecto de la temperatura, se vio que a 40 °C se obtuvo la mayor liberaciéon de producto. A
temperaturas superiores a 50 °C la actividad celobiasa es nula. A su vez, se observé un 30 % de
actividad remanente a 10 °C (considerando el 100% de actividad a 40 °C), dato que puede interesar

para diversos ambitos de la industria de enzimas sicréfilas.
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3.4.6 Analisis del secretoma

En esta seccién, se denomind “secretoma” especificamente a las proteinas presentes en el
preparado enzimatico, que por tratarse de un sobrenadante de cultivo libre de células, incluiria
Unicamente las proteinas secretadas por AUG42. No se analizaron otros posibles metabolitos que
se pudieran haber secretado.

Los experimentos anteriores nos permitieron conocer que el secretoma contenia enzimas con
actividades PASCasa, CMCasa y celobiasa. Para acercarnos a la identificacién de estas enzimas se
realizaron varios estudios: 1) anadlisis electroforéticos (SDS-PAGE, isoelectroenfoque y zimogramas),
gue permitieron conocer el numero de bandas proteicas con actividad CMCasa, sus tamafios
molecularesy sus puntos isoeléctricos y 2) ensayos analiticos/bioinformaticos (shotgun de proteinas
comparado con el CAZoma de AUG42), que permitieron identificar las glicosil hidrolasas presentes

en el secretoma.

3.4.6.1 Andlisis electroforéticos

La Figura 3.20 muestra un zimograma acoplado a una SDS-PAGE (con la muestra sin desnaturalizar
por calor) donde se visualizaron cuatro bandas de hidrélisis (sefaladas con flechas), dos de ellas de
aproximadamente 80 y 100 kDa (con mayor actividad) y otras dos de menor tamafio, alrededor de
30 kDa (con menor actividad). Respecto a los tamafios moleculares es valido destacar que las
muestras no fueron desnaturalizadas por calor, por lo tanto, se trata de tamafios moleculares

aparentes.
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Figura 3.20. Zimograma y SDS PAGE. A. zimograma, B. SDS-PAGE (carril 1: Preparado enzimatico 5X
concentrado por liofilizacion y disuelto en agua Milli Q, carril 2: marcador de tamafio molecular Color Plus NEB
Cat: P7711S).

Para determinar los puntos isoeléctricos de las CMCasas, se realizd un isoelectroenfoque y un
zimograma acoplado, tal como se detalla en Materiales y Métodos.

Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 3.21. El preparado enzimatico presentaria varias
enzimas con actividad CMCasa, cuyos puntos isoeléctricos varian desde 5,8 a 7,4, aproximadamente.
Se destacan dos bandas de hidrélisis mas intensas, con puntos isoeléctricos alrededor de 6,0y 7,3.
La multiplicidad de bandas de hidrdlisis, correspondientes a enzimas de distintos puntos
isoeléctricos, podria deberse a la presencia de isoenzimas con distinta carga neta, y/o

glicosilaciones, entre otras.
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Figura 3.21. A: Isoelectroenfoque del preparado enzimatico y revelado de proteinas con tincién con plata. B:
Zimograma realizado a partir del isoelectroenfoque. Pocillos 1, 2 y 5: preparado enzimatico 2,5 X; pocillos 3,
4y 6: preparado enzimatico 12,5 X. C: Marcador de puntos isoeléctricos.

Como resumen, se puede concluir que el preparado enzimatico presentaria al menos cuatro
proteinas con actividad CMCasa, de tamafios moleculares aparentes entre los 100 y 30 kDa, y puntos

isoeléctricos variables entre 5,8 y 7,4.

3.4.6.2 Identificacion de proteinas por Espectrometria de Masas

Se realizé también una SDS-PAGE de las muestras desnaturalizadas por calor, y para identificar las
bandas presentes se utilizd el servicio de espectroscopia de masas (MS-MALDI/TOF), de UBYPA del
Institut Pasteur. Se enviaron a identificar cinco bandas proteicas, sefialadas en la Figura 3.22.

Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 3.2. Estos resultados no permitieron identificar las
celulasas, probablemente porque la comparacién peptidica se realizé contra la base de datos del
genoma anotado de una bacteria del mismo género que AUGA42 (Flavobacterium frigidarium), pero
se desconoce si AUG42 pertenece a la misma especie. Dos de tres bandas, no presentan homologia
significativa con ninguna de las proteinas presentes en la base de datos utilizada. Pese a ello, se
identificd una proteina como una xilosa isomerasa, proteina que normalmente estd involucrada en

el metabolismo de la hemicelulosa, ya que isomeriza xilosa a glucosa.
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Figura 3.22. SDS-PAGE realizada para identificacion de proteinas. A. SDS-PAGE, carril 1: se muestra el perfil de
proteinas del preparado enzimatico y en el carril 2: el marcador de tamafio molecular. B. Marcador de tamafio
molecular utilizado: Color Plus NEB Cat: P7711S. La imagen es la parte superior del gel, ya que no se
observaron bandas menores a 40 kDa.

Tabla 3.2. Resultados de la identificacion de proteinas por espectrometria de masa.

Muestra

Proteina identificada por Espectrometria de masa

Masa mol. tedrica (kDa.)

1 “xylose isomerase” de Flavobacterium frigidarium 48.8
2 “methionine adenosyltransferase” de Flavobacterium 45.5
frigidarium ’
3 “dihydrolipoyl dehydrogenase” de Flavobacterium 49.4
frigidarium ’
4 No identificada -
5 No identificada -

En la primera columna se detalla el nUmero de la muestra, en la segunda columna se describe la proteina con
mayor homologia presente en las bases de datos, y en la tercera columna esta la masa molecular tedrica de
la proteina de mayor homologia.
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3.5 Analisis del genoma de AUG42: BUsqueda de posibles celulasas

En esta etapa, se buscd identificar las enzimas involucradas en la degradacién de los sustratos
celulésicos, a nivel del genoma de la bacteria. De esta manera, por analisis y comparacidn de datos
in silico fue posible obtener el conjunto de proteinas involucradas en el metabolismo de
carbohidratos, también conocido como CAZoma.

Es de mencionar que el ensamblado y anotacién del genoma de AUG42 fue realizada por el Lic.
Danilo Morales, integrante de nuestro grupo de trabajo. Basados en este trabajo previo, en esta
Tesis se identificé un total de 157 proteinas con 179 dominios relacionados al metabolismo de
carbohidratos. Los resultados se muestran en la Tabla 3.3 y la Figura 3.23. Algunas proteinas
presentaron dominios de union a carbohidratos (CBM, del inglés Carbohydrate Binding Module), y/o
dominios de actividad enzimatica del tipo “CAZymas” (del inglés CAZymes: Carbohydrate Active
Enzymes). Dentro de ellas, se identificaron 34 CBM, 46 dominios GH, 9 dominios PL, 23 dominios CE,
64 GTy 3 dominios AA.

En el gréfico de proyeccion solar (Figura 3.18) se puede ver que la mayoria de los dominios
relacionados al metabolismo de carbohidratos corresponde a glicosil transferasas, seguido por una
gran variedad de glicosil hidrolasas. Respecto a los dominios con actividades auxiliares, solo se
detectaron tres, y no corresponderian directamente a oxidasas de carbohidratos, sino a peroxidasas

o catalasas del metabolismo general.

En particular, dentro de las GHs, se identificaron posibles celulasas, xilanasas, B-glucosidasas,
mananasas, agarasas, liqueninasas, quitinasas, neopululanasas y amilasas; esto convierte a esta
bacteria en un nicho de genes codificantes para numerosas enzimas del tipo carbohidrato

hidrolasas.
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Tabla 3.3. Anotacion de proteinas en dbCAN. Se muestran los dominios correspondientes a
polisacarido liasas (PL), glicosil transferasas (GT), dominios con actividades auxiliares (AA), glicosil
hidrolasas (GH), carbohidrato esterasas (CE) y dominios de unidn a carbohidratos (CBM)

Dominio

Cantidad

AA

Dominio Cantidad

GH

GH10

GH109

GH113

GH127

GH13

GH130

GH15

GH16

GH19

GH23

GH25

GH3

GH30

GH31

GH42

GH43

GH5

GHe64

GH65

GH73

GH74

GH8

GH82

GH9

GH99

Dominio

cantidad
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Figura 3.23. Grafico de jerarquia tipo proyeccion solar, que muestra segun los colores presentes la diversidad
de dominios relacionados al metabolismo de carbohidratos, presentes en el genoma. El grafico sigue el mismo
codigo de colores que la Tabla 3.3.

Tras la busqueda con énfasis en las CAZymas que podrian liberar azlcares reductores a partir de los

sustratos CMC, PASCy celobiosa, se realizé una curacion manual de todo el CAZoma. Para ello, todas
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las proteinas con dominios GHs de familias 3,5, 9,10y 30 (posiblemente involucradas en la hidrélisis
de enlaces del tipo B-1,4 presente en sustratos celuldsicos, ver Tabla 3.4) se analizaron en otras
bases de datos, tal como se explica en Materiales y Métodos.

Como consecuencia del andlisis del genoma de AUG42, también se encontraron genes codificantes
para proteinas de transporte de carbohidratos que normalmente se encuentran en la membrana de
las bacterias Gram-negativas, como SusC, SusD y TonB; que estarian involucradas en la
internalizacién de carbohidratos, incluyendo derivados de la celulosa (trealosa y celobiosa, cadenas
de 3y 2 moléculas de glucosa respectivamente, unidas por enlaces B-1,4). La busqueda de proteinas

con dominios dockerina y/o cohesina no arrojaron resultados positivos.

3.6 Shotgun de proteinas, secretoma y genoma de AUG42

Para conocer cudles proteinas del CAZoma estaban presentes en el preparado enzimatico,
(secretoma) se realizd una identificacion masiva de proteinas (shotgun de proteinas), tal como se
explica en Materiales y Métodos. Se enviaron a identificar al servicio de CEQUIBIEM, tres réplicas
bioldgicas del preparado enzimatico (con 93, 85 y 58 ug de proteinas totales).

Mediante este ensayo, se identificaron una totalidad de 312 + 12 proteinas (el error proviene de las
réplicas bioldgicas), representadas por al menos dos péptidos. Se esperaba que la mayoria de las
proteinas presentes fueran extracelulares; sin embargo, también se encontraron proteinas de
localizacién y funcidn intracelular, probablemente liberadas al medio de cultivo por la muerte y/o
lisis de algunas bacterias durante el crecimiento, centrifugacidon del cultivo, filtracion, u otros.

Tras la comparacidn del secretoma con el CAZoma, se identificaron 16 proteinas con al menos un
dominio relacionado al metabolismo de carbohidratos. Estas proteinas estan contenidas en la Tabla
3.4 (representadas con un asterisco). Ademas la Tabla contiene las proteinas del CAZoma con

dominios GH posiblemente involucrados en la hidrdlisis de enlaces B-1,4.
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Proteina

Tabla 3.4. Andlisis y curacién manual del CAZoma y secretoma de Flavobacterium sp. AUG42.

Blastp/Uniprot-Swissprot
Cdédigo de acceso

(%cov/%iden)

Blastp/PDB

Cddigo de acceso (%cov/%iden)

Dominios PFAM

Dominios

265* Endoglucanase E-4 P26221.2 | Chain A, endoexocellulase:cellobiose | PF00759.18 GH9 GH9 7.13/
(52/54) from Thermomonospora 125643.81
PF00942.17 CBM3 CBM3
1JS4 (51/54)
266* Cellulase E1 Chain A, Acidothermus cellulolyticus PF00150.17 Cellulase GH5 6.22/
Endocellulase E1 91976.75
P54583.1 (42/45)
1ECE (42/46)
282* No significant similarity No significant similarity found PF01833.23 CBM23
found
TIG (immunoglobulin
like)
283* Endo-1,4-beta-xylanase Native Xylanasel0c From Cellvibrio PF00331.19 GH10 GH10 5.52/
Japonicus 50405.16
Q59675.2 (64/36)
1US3 (64/36)
293 Endo-1,4-beta-xylanase A Crystal structure of a novel reducing- | PF00331.19 GH10 GH10 6.48 /
end xylose-releasing exo- 43802.97
P49942.1 (90/41) .
oligoxylanase
4PMV (87/64)
394* Beta-porfyranase Beta-Porphyranase Bpghl6b PF14200.5 CBM13 8.02/
(Bacple_01689) From Bacteroides 71004.74
D7GXG3.1 (45/38) . RicinB lectin2
Plebeius
4AWD (44/36)
439 Beta-hexosaminidase Beta-n-hexosaminidase (ybbd) From PF00933.20 GH3 GH3 571/
Bacillus subtilis 59206.93
P40406.1 (99/28)
3BMX (99/28)
565* GlcNAc-Mal deacetylase 1 Putative Deacetylase Bc1534 From PF02585.16 PIG-L CE14 5.41/
Bacillus Cereus 26495.08
Q81ST8.1 (99/38)
2IXD (94/37)
649 Beta-N- Crystal Structure Of Mutant (d318n) PF00933.20 GH3 GH3 8.25/
acetylglucosaminidase/beta- | Bacillus subtilis Family 3 Glycoside 112589.87

glucosidase

Q7WUL3.1 (38/28)

Hydrolase

4Gl (51/30)

PF00144.23 Beta
lactamase

PF01915.21 GH3_C
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/1JS4_A?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=5T9N2ADB01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/P54583?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=5TH82CF901R
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1827681
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1827681
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_695721849
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_695721849
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_695721849
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/4PMV_A?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=5TWV6MTA014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/P40406?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=5TW2033W014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_218681747
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_218681747

Proteina

Blastp/Uniprot-Swissprot
Codigo de acceso
(%cov/%iden)

Blastp/PDB

Cddigo de acceso (%cov/%iden)

Dominios PFAM

Dominios

719* 2-hydroxy-6-0x0-6- Probable hydrolytic enzyme PF00561.19 CE1 8.42/
phenylhexa-2,4-dienoate (PA3053) from Pseudomonas Abhydrolase 31876.78
hydrolase aeruginosa
PF12146.7

POWNH4.1 (96/28) 4F0J (99/50)
Hydrolase 4
PF12697.6
Abhydrolase 6
PF03096.13 Ndr

Catalase- idase, Katg, fi

Catalase-peroxidase atelase-peroxigase, hatg, from PF00141.22 AA2 503/

750* Synechococcus Pcc7942 :

i 83019.97
6D5X9.1 (95/79 P d AA2
Q (95/79) (3WNU) (95/76) eroxidase
890* Glycosyl hydrolase family Xyloglucan Pul Gh3b With Bound PF00933.20 GH3 GH3 5.72/
protein 3B Glucose from Bacteroides ovatus 83592.27
PF01915.21 GH3_C
A7LXU3.1 (99/46) 5JP0 (96/47)
PF14310.5 FN3 like
891* Acid beta-glucosidase Acid-Beta-Glucosidase PF02055.15 GH30 GH30 7.60/
54726.14
Q9BDTO.1 (86/33) 2V3D (86/33) PF17189.3 GH30_C
976* Cellulase Z Cellulase Cel5 From Erwinia PF00150.17 Cellulase GH5 5.75/
chrysanthemi 85670.49
P07103.2 (41/59) CBM60
1EGZ (36/65)
CBM5
1483* Acidic endochitinase SP2 Endolysin from Salmonella PF01551.21 Peptidase GH19 7.73/
typhimurium M23 114613.32
P42820.1 (9/33)
40K7 (6/42) PF00182.18 GH19
1608* Prolyl tripeptidyl peptidase Dipeptidyl Aminopeptidase Iv From PF00326.20 Peptidase | CE10 6.50 /
Stenotrophomonas Maltophilia S9 87117.45
Q7MUWS6.1 (45/28)
2 EFC (55/27) PF00930.20 DPPIV N
PF02129.17 Peptidase
S15
1719* Prolyl endopeptidase Appep_d622n Opened State PF02897.14 Peptidase CE10 6.75/
S9N 78016.95

P27028.1 (96/64)

31UN (96/61)

PF00326.20 Peptidase
S9
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/Q6D5X9?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=F8BMJ8T2014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/A7LXU3?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=5TM2VR58015
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1052245077
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1052245077
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/P07103?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=5TJ47RF1015
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_4699637
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_4699637
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/1EGZ_A?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=5TJBV525014

Proteina

Blastp/Uniprot-Swissprot
Codigo de acceso
(%cov/%iden)

Blastp/PDB

Cddigo de acceso (%cov/%iden)

Dominios PFAM

Dominios

1992 Cellulase 2 Endoglucanase A From Clostridium PF01270.16 GH8 GH8 8.76 /
thermocellum At Atomic Resolution 53495.18
P37701.1 (77/41)
1159 (72/39)
2218 Cellobiase Crystal structure of GH3 beta- PF00933.20 GH3 GH3 585/
glucosidase from Bacteroides 84425.56
P33363.2 (94/42) . . PF01915.21GH3_C
thetaiotaomicron
5XXL (94/46) PF14310.5 FN3 like
2261* Carboxylesterase 2 Esterase Pe8 PF02230.15 CE1 523/
Abhydrolase 2 24447.66
Q53547.1 (97/29) 5DWD (83/27)
PF00756.19 Esterase
PF03959.12 FSH1
PF01738.17 DLH
PF07819.12 PGAP1
PF10503.8 Esterase
phd
3439 Probable mannan endo-1,4- | Native Structure Of Endo-1,4-Beta-D- | PF00150.17 Cellulase GH5 8.69/
beta-mannosidase Mannanase From Thermotoga 61002.69
. PF02836.16 GH2_C
petrophila Rku-1 -
Q0C8J3.1(21/29)
3PZ9 (24/25)
3507* Probable dipeptidyl- Porphyromonas gingivalis Dipeptidyl | PF00930.20 DPPIV N CE1 5.80/
aminopeptidase B Peptidase 4 81846.38
PF00326.20 Peptidase
B2A951.1 (85/35) 50U (97/46) S9
PF02129.17 Peptidase
S15
PF07676.11 PD40
PF01738.17 DLH

En la columna 1, se identifica el nombre de la proteina: cuando esta seguida de un asterisco (*) significa que
esta presente en el secretoma. En las columnas 2 y 3 se incluye el nombre de la proteina que presentd mayores
valores de cobertura e identidad respecto a la secuencia aminoacidica, comparandola con las bases de datos
Uniprot-SwissProt, y PDB respectivamente. En la columna 4, se describen los dominios PFAM y su
correspondiente funcién, y en la 5 los dominios dbCAN. En la columna 6 se muestran los puntos isoeléctricos
y el peso molecular tedricos.
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/P37701?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=5TYSNU0Y015
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_23200137
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_23200137
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/P33363?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=5TJPK1NX015
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1312331040
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1312331040
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1312331040
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_365812951
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_365812951
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_365812951

Este analisis permitié confirmar la presencia de celulasas en el preparado enzimatico, indicando que
las mismas serian las proteinas identificadas como 265, 266 y 976; y que ademas posee otras GHs,

probablemente involucradas en la degradacién de hemicelulosa como la 283, la 293, entre otras.

3.7 Modelado y docking de 265y 976

Dentro de las GHs identificadas por el andlisis de proteinas, se seleccionaron dos para estudiarlas
estructuralmente, mediante modelado y simulacro de interaccién con sustratos (docking). Se
eligieron las proteinas identificadas como 265 y 976, ya que eran las Unicas identificadas como
celulasas con alto porcentaje de homologia con las bases de datos consultadas que cuentan con
madulos de unidn a carbohidratos (ver Tabla 3.4). Primeramente, se identificd, a nivel de estructura
primaria, la distribucién de los distintos dominios tal como lo muestra la Figura 3.24. La enzima 265

presenta un dominio catalitico GH9, y la 976 un dominio GH5.

A)
G o CBM3

SP

B)

GHS — (BM60 =

CBM5

Figura 3.24. Distribucién de dominios CAZy detectados por dbCAN para la proteina 265 (A) y la proteina 976
(B). En color verde se muestra el péptido sefial, en color bordd y rojo muestran los dominios cataliticos GH9 y
GHS5; en color violeta el CBM3, en amarillo el CBM60 y en fucsia el CBM5.

En principio, ninguna de las dos proteinas pudo modelarse por completo, ya que no existen moldes
disponibles con homologia adecuada para la secuencia completa. Por ello, se decidi6 modelar
solamente sus dominios GHs.

Se utilizaron los moldes suministrados por el servidor SwissModel (los de mayores puntajes
proporcionados por el servidor) y se realizaron los modelos con este mismo servidor.

Se evalud la calidad de los modelos mediante los valores de: GMQE (sigla proveniente del inglés
Global Model Quality Estimation) que refiere a un valor indicador de la calidad global del modelo

(cuanto mas cercano a uno, mejor es la calidad) y QMEAN (sigla proveniente del inglés Qualitative
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Model Energy ANalysis) cuyo valor debe ser mayor a -3 para ser aceptable; ambos indicaron una
buena calidad de los modelos. Estos a su vez, se analizaron mediante graficos de Ramachandran, los
cuales arrojaron un alto porcentaje de residuos aminoacidicos ubicados en zonas favorables (Tabla
3.5). Estos valores permitieron continuar trabajando con ellos ya que se trataria de modelos de

calidad aceptable.

Tabla 3.5 Calidad de modelado de los mddulos cataliticos GH9 y GH5 de las proteinas 265 y 976
respectivamente.

3 R % f:j ” > oL 2 g o 2
© © @© = i O o c n 9O %]
E: 8 5 2525 § 2 ©TgTe | B9o® 28
S T 3 g £33 2| o i~ &CeS | 8w B
€ 22 R 3 &85 25 £S5 ¢l £8
v 9 9 E2®m| 3 @ S E 5 E 52 ES
S ©» g § T o < E g <C
F(228) 2,131
Celo- W(284) 2,105 D (81)
63.74 tetrao 5(237)
%/ etraosa R (341) 1,991 D (84)
265 | 1js4 o 0,83 | -1,88 | 94,94% | 1js4 , D (241)
R (341) 1,409 E (453)
9% , E (242)
celobiosa L (413) 2,353
R (403) 2,167
71,66 H (140) 2,383
% Celo- E (261)
976 | 4mir | 7° 085 | 004 |9472% |2a3h | K (300) 2,028 | N.D.
E(173)
96 % Q(212) 1,818

N.D. significa no detectado.
*La posicidn se considera desde la primer metionina de la secuencia codificante entera.

Una vez obtenidos los modelos, éstos se utilizaron para realizar estudios de interaccién (docking)
con sustratos celuldsicos, como se muestra en la Figura 3.25 y en la Tabla 3.5.

El dominio catalitico modelado de la celulasa 265 tiene la estructura tridimensional caracteristica
de la familia GH9. Tiene una estructura en barril formada por 12 cadenas a (a/a)s, con un surco
ubicado donde las cadenas a dan el giro, con capacidad para acomodar una cadena larga de al
menos seis glucosas. El modelo conservé uno de los dos sitios de unién a Ca?* presentes en el molde,

que probablemente tenga un rol activo en la catalisis enzimatica.
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Mediante el docking realizado, se pudo inferir que el sustrato ingresaria al surco catalitico por el
extremo no reductor y que la hidrdlisis estaria catalizada por los aminodcidos E (453), D (81) y D
(84), aminoacidos reportados como involucrados directamente en la hidrdlisis del enlace glicosidico
(Figura 3.25).

También se realizé un modelado de la celulasa 265 incluyendo el dominio de unién a carbohidratos
(CBM3) donde se vio que el CBM presenta continuidad entre su dominio de uniény el surco del sitio

activo del GH9 (Figura 3.26).
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Figura 3.25 Modelos de los mdédulos GH9 (izquierda) y GH5 (derecha) de las proteinas 265 y 976,
respectivamente. A) y B) muestran la superficie de los médulos modelados, con el sustrato celuldsico (color
rojo) en el sitio activo. C) y D) muestran la estructura secundaria (laminas B, hélices a y giros). E) y F) muestran
los aminoacidos mas cercanos al sustrato (5 A), que formarian el sitio activo. En color gris se muestra la
proteina. En color celeste, un dtomo de Ca?*, en color verde, los enlaces de hidrégeno, y en color violeta los
aminodcidos reportados como responsables de la hidrélisis.
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Figura 3.26. Modelo parcial de la proteina 265 (mdédulo GH9 en azul y CBM3 en rosado; sustrato en color
negro). Se muestra la proteina parcialmente modelada, vista desde el dominio catalitico GH9 (A), vista lateral
(B) y vista desde el dominio CBM3 (C). Las imdgenes Ay C permiten visualizar una continuidad entre el dominio
de unidn a carbohidratos y el dominio catalitico.

Esto coincide con lo demostrado por Sakon et al. (1997), lo cual podria estar sugiriendo un caracter
procesivo de la enzima, con clivaje de la cadena de celulosa y produccidn de oligosacaridos de cuatro
glucosas de longitud, lo que la define como una endocelulasa.

Para el caso de la celulasa 976, el modelado del dominio catalitico sugiere que esta tiene las
caracteristicas tipicas de un dominio GH5. Presenté una forma de barril (a/B)s, formado por ocho
cadenas a externas y ocho B internas. Su sitio activo se observé como un surco ubicado en el final
de las cadenas a y comienzo de las B, y cuenta con dos aminodcidos cataliticos E(173) y E(261)
ubicados en la lamina B4 y B7 respectivamente, que atacarian el enlace glicosidico mediante el
mecanismo de doble desplazamiento de Koshland, donde uno de los acidos glutdmicos actuaria
como nucledfilo y el otro como electrdfilo, tal cual se ha descripto para otras GH5. Esta proteina
tendria una alta homologia estructural con la proteina 4m1r (pues es el molde elegido por el servidor
Swiss-Model), cristalizada por Alvarez et al. (2013), quienes reportaron actividad endocelulasa para

la enzima producida de manera recombinante.

3.8 Ensayos de sacarificacion y fermentacion secuencial

Una vez culminada la caracterizacién parcial del preparado enzimatico, el mismo se utilizé para la

sacarificacidn y posterior produccién de etanol, seguin se describe a continuacion.
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3.8.1 Sacarificacion de distintos sustratos

Se exploraron diez sustratos celuldsicos para evaluar el potencial celulolitico del preparado
enzimatico, de los cuales sélo tres (PASC, CMC y celobiosa) demostraron interaccionar con el
preparado, de acuerdo a los valores obtenidos de azucares reductores liberados. No se detectd
liberacion de azlcares reductores luego de la incubacion del preparado enzimatico con papel de
filtro, papel de diario (con o sin tinta), a-celulosa, avicel y celulosa microcristalina, E. globulus,
switchgrass, en las condiciones ensayadas.

De los tres sustratos que dieron resultados positivos, la CMC fue el sustrato donde se detect¢ la
mayor liberaciéon de azlcares reductores; por lo tanto, se eligié6 como sustrato celuldsico para
realizar los ensayos de sacarificacion y fermentacién, tal cual se describié en Materiales y Métodos,

cuyos resultados se expresan a continuacion.

3.8.2 Busqueda de condiciones para la sacarificacion de CMC

Se realizé una sacarificacion mezclando el sustrato CMC al 1% (preparado en buffer acetato de sodio
50 mM y en Medio Ingenieria, ver composicion en ANEXO 1. Medios de cultivo; ambos a pH 5,5) y
el preparado enzimatico y se determind la liberacién de azlcares reductores a lo largo del tiempo,
expresados como Absorbancia a 550nm (Fig. 3.22). Se vio que luego de 16 h de incubacion, la
cantidad de azucares reductores deja de aumentar de manera lineal, y por mds que se incremente
el tiempo de incubacidn, la misma no aumenta de manera significativa. Por otra parte, si el ensayo
de sacarificacion se realizaba en el Medio Ingenieria, la cantidad de azucares reductores era cercana
al 75% de los valores obtenidos cuando el ensayo se realizaba en buffer acetato de sodio. Entonces
se concluyd que las sacarificaciones se realizarian en un rango de 16 - 20 h de incubacién, y aunque
en el Medio Ingenieria se detectd 25% menos eficiencia de sacarificacidn, se continuaria utilizando

para los ensayos de sacarificacién y fermentacion.
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Figura 3.27. Ensayo de sacarificacién en funcién del tiempo de incubacidén enzima-sustrato. La liberacién de
azucares reductores se presenta como Absorbancia a 550 nm. Los ensayos se realizaron en Medio Ingenieria
y en buffer acetato de sodio 50mM, ambos a pH 5,5, 30 °C. Las barras de error corresponden al desvio
estandar.

Basados en estos resultados, se procedid a realizar las sacarificaciones en viales de distintos
volumenes, como se explica en Materiales y Métodos. Los resultados se muestran en la Tabla 3.6.
A continuacion se describen las condiciones de cada uno de los experimentos realizados.
Experimento A - En una primera instancia se agregaron 0,8 U/mL de CMCasas (liofilizado del
preparado enzimatico, suspendido en agua) a un volumen de 40 mL de CMC al 1% m/v en Medio
Ingenieria. La cantidad de azlcares reductores obtenidos fue muy baja: menor a 0,3 g/L de azlcares
reductores. Por lo tanto, se decidid aumentar la cantidad de preparado enzimatico a agregar.
Experimento B - En el siguiente ensayo, se triplicd la cantidad de enzima y el ensayo se realizé en las
mismas condiciones que el experimento anterior. En esta oportunidad se incrementé al doble la
cantidad de azUcares reductores liberados, sugiriendo que posiblemente se obtengan mejores
resultados si se aumenta la carga de enzimas aplicadas.

Experimento C - En otro ensayo, se disminuyd el volumen del vial y de liquido a sacarificar (10 mL
en viales de 20 mL) y se mantuvo la misma cantidad de enzima (2,9 U/mL) y demas condiciones de
trabajo, obteniéndose practicamente la misma cantidad de azlcares reductores. Por lo tanto, se

decidiod seguir trabajando con los viales de menor tamaiio.
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Experimento D - El préximo paso fue aumentar la temperatura de sacarificacion (de 30 a 37 °C). La
cantidad de azucares reductores obtenida fue practicamente igual, sugiriendo que un aumento de
7 °C en la temperatura de reaccion no tendria un efecto importante en la sacarificacion.
Experimento E - Posteriormente, se incrementd la cantidad de enzima (se pasé de 2,9 a 7,13 U/mL)
y la temperatura de sacarificacion (de 30 a 50 °C, temperatura éptima de trabajo de la actividad
CMCasa), obteniéndose como resultado una cantidad de aztcares reductores practicamente igual a
la cantidad obtenida en los experimentos B a D.

También se aumentd el volumen de medio en los viales, con el fin de generar condiciones mas
anaerdbicas para la posterior fermentacién alcohdlica. Hasta este momento y con todas las
variaciones ensayadas, no se logré incrementar la cantidad de azucares reductores. Ello nos llevé a
pensar en la posibilidad de que el sustrato (CMC) fuese limitante por lo que se decidié aumentar la
concentracién del mismo.

Experimento F — Se duplicd entonces, la concentracion del sustrato CMC (pasando de 1 a 2 %, m/v)
y se repitié el ensayo en las condiciones utilizadas en el Experimento E. Los resultados mostraron
que en este caso, fue posible duplicar la cantidad de azucares reductores liberados.

A partir de este resultado, se decidid incrementar la concentracién de sustrato hasta llegar a 5%
m/v (en concentraciones mayores, el CMC quedaba muy viscoso, con aspecto de gel) y se decidié
también seguir trabajando a 30 °C para mantener la sacarificacidn en condiciones cercanas a las
utilizadas durante la fermentacién alcohdlica.

Experimento G — Al aumentar la concentracién de sustrato (5% m/v) se logré mejorar el proceso de
sacarificacion (mayor cantidad de azlcares reductores).

Experimento H - Posteriormente, se duplicé el tiempo de sacarificacién, pero esta modificacion no
incremento la cantidad de azucares reductores liberados, surgiendo que un tiempo de sacarificacion
cercano a las 20 h seria suficiente, al igual que lo informado anteriormente en este mismo punto.
Experimento | — En este experimento se evalud: la cantidad de glucosa, dentro de los azlcares
reductores liberados. Para ello se utilizé un kit especifico para determinacién de glucosa. Como
resultado, se observd que sélo una parte de los azlcares reductores eran glucosa (3,7 umol/mL de
glucosa presentes en 10,3 umol/mL de azlcares reductores).

Experimentos J y K - En ultima instancia, se quintuplicé el agregado de preparado enzimatico (con
actividad CMCasa) y en uno de los experimentos (K) se agregd celobiohidrolasa comercial para
determinar si era posible aumentar la cantidad de glucosa liberada, para su posterior fermentacién.

En ambos experimentos se duplicé la cantidad de azucares reductores con respecto a los resultados
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obtenidos en el experimento |. Ademas, se vio que los valores de concentracién de glucosa
(determinados por el kit Glucosa-Spinreact (Ref 1001191)) eran similares a los valores de
concentraciéon total de azucares reductores, de lo que podria inferirse que todos los azucares
reductores medidos por el ensayo de DNS serian glucosa.

A pesar de ello, la concentracion de glucosa presente continud siendo baja para los objetivos de
fermentacidén: alrededor de 20 pmol/mL que representan 3,6 g/L de glucosa. El agregado de
celobiohidrolasa comercial no produjo diferencias significativas en la liberacidn de glucosa, por lo

cual se concluyd que no seria necesario su agregado.

Tabla 3.6. Resultados de los experimentos de sacarificacion de CMC.
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A 1 100 40 0,8 20 30 1,61+0,05 | NM
B 1 100 40 2,9 20 30 3+1 NM
C 1 20 10 2,9 20 30 3,810,3 NM
D 1 20 10 2,9 20 37 3,6%0,5 NM
E 1 20 15 7,13 20 50 3,310,2 NM
F 2 20 15 7,13 20 50 6,0+0,1 NM
G 5 20 15 10 20 30 9,11+0,1 NM
H 5 20 15 11 40 30 8,410,1 NM
| 5 20 15 9 24 30 10,3+0,1 3,710,1
J 5 20 15 44 21,5 30 1712 21+1
K 5 20 15 44* 21,5 30 19+2 20+1
NM: No medido.

*Preparado enzimatico suplementado con celobiohidrolasa comercial (SIGMA, E6412) (CMCasas 0,22 U/mL).
Primera columna: identifica el experimento. Segunda columna: concentracion de CMC (% m/v). Tercera
columna: volumen total del vial de pre-sacarificacién. Cuarta columna: volumen de fermentacién. Quinta
columna: Unidades de enzima usadas por mL de sustrato. Sexta columna: tiempo de presacarificacion.
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Séptima columna: temperatura de presacarificacion. Octava columna: azucares reductores obtenidos luego
de la presacarificacion, y Novena columna: cantidad de glucosa obtenida luego de la presacarificacion.

3.8.3 Fermentacion alcohdlica

Luego de realizada la sacarificacion se agregd la levadura fermentadora, hasta llegar a una turbidez
final de 10 (medida a 620 nm, camino dptico 1 cm) y se incubd a 30 °Cy 200 rpm, segun se explica
en Materiales y Métodos. Los resultados se muestran en la Tabla 3.7.

En ninguno de estos ensayos se obtuvo cantidad significativa de etanol, dado que los valores fueron
en su mayoria inferiores a 1,5 g/L (valor minimo utilizado para realizar la curva de calibracion, ver
ANEXO 5. Curvas de calibracion). En los primeros ensayos (del A al |) no se consumieron los azucares
reductores disponibles, por lo cual se justifica la baja produccién de etanol. En los ensayos J y K la
levadura consumio los azlcares reductores, y produjo etanol, pero la concentracidon obtenida del

mismo es un estimado, ya que se encuentra en el limite inferior de la curva de calibracion.

Tabla 3.7 Resultados de fermentacion alcohdlica.

Azucares reductores (umol/mL) Azlcares reductores Etanol (g/L)

Equivalentes (g/L) Rendimiento
(%)
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4. Discusion

Produccién de celulasas en medio liquido

Como un primer objetivo de esta Tesis nos planteamos encontrar un microorganismo de nuestra
coleccién que produjera y secretara celulasas en medio liquido, selecciondndose a la cepa
bacteriana Flavobacterium sp. AUG42. Si bien existian reportes de produccién de celulasas por
miembros de los géneros Serratia (Sethi et al.,, 2013), Pseudomonas (Bakare et al., 2002) vy
Psychrobacter (Kim et al., 2011), probablemente nuestras cepas necesiten otras condiciones de
cultivo para producir estas enzimas, tales como: la temperatura de crecimiento, pH del medio de
cultivo, tiempo de produccidn, agitacion, nutrientes, fuente de carbono celuldsico u otros sustratos
inductores (Mountfort & Asher, 1985; Gashe, 1992).

A partir de este resultado, el trabajo de Tesis se centrd en el estudio del potencial de AUG42 para

producir celulasas.

Flavobacterium sp. AUG42

AUGA42 es parte del microbioma de un oligoqueto antartico (Grania sp.), que habita la Rey Jorge,
Antdrtida (Herrera et al.,, 2017). Esta bacteria pertenece al filo Bacteroidetes. El 22% de los
organismos de este filo contienen en su genoma al menos tres genes codificantes para celulasas
(Medie et al., 2012); por lo tanto, se considerd probable que AUG42 produjera varias celulasas (un
coctel de enzimas con actividad celulolitica), hipdtesis que posteriormente abordamos a través de
analisis de espectrometria de masas y zimogramas.

Los estudios de Gram realizados anteriormente por nuestro grupo (Herrera et al., 2017) y de
Microscopia de Barrido Electrénico realizados en esta Tesis, mostraron que se trata de una bacteria
Gram negativa, aerdbica, de color anaranjado, con forma de bacilo (0,5 x 2 um), que suele asociarse
entre si formando cadenas largas de microorganismos (estreptobacilos), lo cual ya habia sido
reportado para bacterias de este género (McCammon & Bowman, 2000). AUG42 presenta
formaciones que rodean a su membrana (estructuras similares a vesiculas), que en ocasiones se
disponen en cadena. Estas estructuras y su potencial relacién con la produccion de celulasas se

discutirdn posteriormente en esta seccion.
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Optimizacion de la produccion de celulasas de AUG42

Nuestro siguiente objetivo fue determinar cual sustrato celuldsico actia como un inductor eficiente
de la produccién de estas enzimas, y en qué fase de crecimiento se logra una mayor secrecién de
celulasas. La seleccion de AUG42 se habia dado en medio GS2 incluyendo papel de filtro como
sustrato celulésico, sustrato previamente reportado como inductor de celulasas (Alvelo-Maurosa et
al., 2016; Li et al., 2017), pero era necesario probar otros posibles sustratos. La literatura reporta
varios casos de induccion de la produccion de celulasas por distintas fuentes celulésicas; por
ejemplo, Liang et al. (2014) observaron como una cepa de Paenibacillus terrae incrementaba la
produccién de CMCasas cuando crecia en medio con CMC, y que quintuplicaba dicha actividad en
presencia de salvado de trigo, respecto a un control sin fuente celuldsica. Para algunas cepas de
hongos de los géneros Trichoderma, Neocallimasticx y Volvariella, se encontré que los mejores
inductores eran el papel de filtro y el avicel (Cai et al., 1999).

Dado que no se tenia informaciéon sobre la induccion de la produccién de celulasas en
microorganismos del género Flavobacterium, se evalud una serie de diferentes fuentes de carbono
celuldsico. Se trabajé con: 1) celulosa altamente purificada: avicel y celulosa de Sigma, ambos con
tamafio de particula definido (50-51 um de didmetro y una densidad similar de 0,6 g/cm?3, con alto
porcentaje de celulosa cristalina); y celulosa soluble: CMC (con grado de sustitucién de 0,65 - 0,90,
es decir, los polimeros contienen unidades de anhidroglucosa sustituidas de acuerdo a la siguiente
formula general: [CsH70, (OH) x (OCH2COONa) yln, donde n es el grado de polimerizacidn, x = de
2,05a2.35;y=de0,65a0,95; x +y = 3,0 (datos colectados a partir de las hojas de especificaciones
de los productos SIGMA, https://www.sigmaaldrich.com); 2) sustratos con alto porcentaje de
celulosa: papel de filtro y algoddn; y 3) otros sustratos mas complejos, conteniendo celulosa,
hemicelulosa y lignina, como switchgrass y E. globulus.

Al igual que lo observado para algunos hongos y bacterias, AUG42 produjo celulasas sélo en
presencia de sustratos celuldsicos, al menos en las condiciones ensayadas. De acuerdo al estudio
del perfil de crecimiento de AUG42, se observé un mayor nimero de células cuando la bacteria
crecid en presencia de CMC, pero el hecho de que creciera mas no implicé una mayor produccion
de celulasas. Por otro lado, se observé que esta bacteria produce mayores niveles de celulasas
(unidades de enzima por mL de cultivo) en presencia de papel de filtro como fuente celuldsica. Nos
preguntamos entonces, éipor qué AUG42 crece mejor usando CMC como fuente de carbono

celuldsico pero produce mas celulasas cuando la fuente es el papel?
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Para responder esto manejamos diversas hipdtesis. La primera, seria que la determinacién del
nimero de UFC/mL en el medio con papel de filtro estd subestimada, probablemente porque parte
de las células se encuentren adheridas al papel. Los estudios de microscopia realizados, confirmaron
gue muchas células de AUG42 se encuentran asociadas al papel de filtro, aunque las células se
encuentran bastante separadas, por lo tanto la subestimacion no seria tan significativa.

Una segunda hipdtesis, seria que la CMC es mas facil de degradar que los otros sustratos utilizados,
y por ello AUG42 no produce tantas celulasas, pues la bacteria de alguna manera sensa (del latin
sentio, usa los sentidos) la cantidad de azlcares disponibles como parte de la regulacién de la
expresion de las celulasas. La CMC tiene un grado de polimerizacién menor que los otros sustratos
y es soluble o se dispersa en agua (dadas las interacciones idn-dipolo entre el carboxilo del CMCy
el agua presente en el medio, a diferencia de los otros sustratos que contienen celulosa cristalina,
estructura quimica mas compleja de degradar y mds recalcitrante para las celulasas), por lo tanto
esta uniformemente distribuida en el medio y es mas accesible a las enzimas con actividad celulasa.
A favor de esta hipétesis se vio que la cantidad de azucares reductores presentes en el sobrenadante
de cultivo de AUG42 cuando habia crecido en medio con CMC, era mayor que la presente en el
medio con papel de filtro o los otros sustratos. Con una mayor disponibilidad de azucares, la bacteria
creceria mas en CMC que en los otros sustratos, sin “necesidad” de producir tantas enzimas,
habiendo una regulacién de expresion de las enzimas dependiente del producto. Esta hipdtesis

resulta mas fuerte que la anterior, y se retomara mas adelante en esta discusion.

Respecto a la fase de crecimiento en la que se detectd la mayor actividad celulasa (fase exponencial
tardia - comienzos de fase estacionaria), se proponen dos hipdtesis, de acuerdo a los resultados. La
primera es que estas enzimas comienzan a producirse una vez que las otras fuentes de carbono y
energia mas accesibles (extracto de levadura) se acaban (hipdtesis ya abordada por otros autores
[Sanchez et al., 1999]). Experimentalmente, a favor de este hecho, observamos que cuando AUG42
crece sin sustrato celuldsico, comienza su fase estacionaria de crecimiento a las 26 h (momento en
el cual el extracto de levadura, Unica fuente de carbono y energia del medio GS2 sin suplemento
celulésico, comenzaria a escasear). En los otros cultivos, luego de este tiempo se hace mas notoria
la actividad celulasa. Esto indicaria que la bacteria estd secretando estas enzimas para contrarrestar
la falta de una fuente de carbono disponible (extracto de levadura ya agotado) y pasa a atacar la
siguiente fuente de carbono: la celulosa. Observando las curvas de crecimiento a su vez, se observa

un crecimiento diduxico, con una acentuada fase de crecimiento exponencial en presencia de
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extracto de levadura, y luego una segunda etapa de crecimiento, utilizando la fuente celulésica
gracias a las celulasas presentes. Como segunda hipétesis, se planted que la mayoria de estas
celulasas podrian estar adheridas a la pared celular de las bacterias, o incluso en el espacio
periplasmatico o en el citoplasmatico (para aquellas enzimas que actian sobre oligdmeros)
(Ransom-Jones et al., 2012), y por eso lo que se estaria detectando en el sobrenadante de cultivo
seria el contenido liberado de las células muertas. En las primeras horas de cultivo, hay pocas
bacterias muertas, por lo tanto se detectaria baja actividad celulasa en el sobrenadante de cultivo.
Cuando comienza la fase estacionaria, la velocidad de division y muerte de las células es similar, y
las células que mueren liberan su contenido intracelular; por lo cual, de haber produccién de
celulasas intracelular, en el espacio periplasmatico o adheridas a la pared, se detectarian al liberarse
al sobrenadante de cultivo. Esta hipdtesis también fue abordada por Berg et al. (1972) para Cellvibrio
fulvus, donde detectaron una mayor cantidad de celulasas a comienzos de la fase estacionaria en el
sobrenadante de cultivo (libre de células); pero cuando median la actividad celulasa en el cultivo
homogéneo (con las células, sin filtrar ni centrifugar) la misma fue mayor durante la fase
exponencial. Para sustentar esta hipdtesis, se deberia realizar un ensayo similar, durante el
crecimiento de AUG42, midiendo la actividad celulasa en el sobrenadante de cultivo libre de células,
y en el cultivo sin filtrar, y ver si la diferencia es significativa o no. Otro abordaje seria determinar la
actividad celulasa en preparaciones de extracto intracelular y extracto periplasmatico. También se
podrian realizar ensayos moleculares, como una PCR cuantitativa, y comparar la cantidad de
transcriptos especificos de celulasas (ARN mensajeros) a lo largo de la fase exponencial y la fase
estacionaria del cultivo (Goyal et al., 2011). Todas estas interrogantes, surgidas a partir de los
resultados de esta Tesis, constituyen importantes insumos para las perspectivas del trabajo.

Ahora, épor qué el papel de filtro es un inductor de la produccién de celulasas mas eficiente que las
otras fuentes de celulosa utilizadas? Como se discutid anteriormente, quizds la CMC estd mas
accesible en el medio liquido de cultivo comparado con la celulosa presente en el papel de filtro, y
por lo tanto la bacteria no necesitaria producir tanta cantidad de enzima para liberar los azlcares
necesarios para el metabolismo celular. Y es mas, podria haber una regulacién génica que impida la
expresion de las celulasas en presencia de monosacaridos y disacaridos libres, productos de la
hidrdlisis de la CMC tal como lo vieron Han et al. (2003). Curiosamente, el papel de filtro tiene
ademas de celulosa, un pequefno porcentaje de otros azucares, como la fructosa y la manosa, tal
cual fue detectado por Bonn et al. (1984) por HPLC; y dependiendo del origen, el papel podria tener

otro tipo de azlcares hemicelulésicos como la xilosa. La presencia de estos monosacaridos podria
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explicar la preferencia de este sustrato en la induccidn de la produccién de celulasas. Este aspecto
se abordard nuevamente mas adelante, con el estudio de las CAZymas del preparado enzimatico, y
su posible relacidon con la expresion génica de las celulasas. Se podria decir que quiza, la regulacion
de la expresién de las celulasas producidas por AUG42 esté coordinada con la expresién de otras
glicosil hidrolasas, como las xilanasas, tal cual reportan otros autores (Mach-Aigner et al., 2008).

El siguiente paso en nuestro trabajo fue investigar cudl era la temperatura dptima para producir
estas enzimas, y ver si esta temperatura coincidia con la temperatura dptima de crecimiento de
AUGA42. Al tratarse de un microorganismo antartico, sabiamos que al menos sobrevivia a bajas
temperaturas, pero dentro de este género existen tanto microorganismos termofilos
(Flavobacterium  thermophilum,  Flavobacterium  autothermophilum) como  mesdfilos
(Flavobacterium granuli), aunque la mayoria de las especies descriptas son sicrotolerantes o
sicréfilas (Oshima & Yamakawa, 1974; Goto et al., 1978; Aslam et al., 2005; Bernardet & Bowman,
2006). Los resultados apuntan a que, segun su perfil de crecimiento, AUG42 seria una bacteria
sicrotolerante y la temperatura éptima de crecimiento coincide con la temperatura de mayor
produccién de celulasas. Pero para afirmar que es una bacteria sicrotolerante, se deberia
determinar la temperatura éptima de crecimiento realizando ensayos que cubrieran otras
temperaturas mas alld de las analizadas en esta Tesis, pues de acuerdo a Moyer & Morita, (2007)
una bacteria sicrotolerante tiene una temperatura éptima de crecimiento superior a los 15 °C, y en
este trabajo sélo se comprobd que crece mejor a 16 °C que a 11 °C y 21 °C. Por supuesto, las
definiciones tienen temperaturas precisas, pero sabemos que en biologia no se puede hablar de
numeros sino de rangos, y con los datos obtenidos se observd que esta bacteria tendria un

comportamiento sicrotolerante.

Condiciones 6ptimas para la actividad celulasa

A partir de las condiciones determinadas para la produccién de celulasas (y por ende, para la
obtencién del preparado enzimatico), nos planteamos las siguientes interrogantes: ¢ Cuales son las
condiciones éptimas de trabajo de estas enzimas (pH y temperatura)? ¢ Existe algin agente quimico
potenciador o inhibidor de la actividad? ¢(Este preparado, tendria propiedades bioquimicas
compatibles con su uso en la industria de los biocombustibles? Sabemos que las determinaciones
de condiciones dptimas de actividad enzimatica refieren directamente a enzimas puras; pero, en

esta Tesis, estos conceptos se manejaron asociados al comportamiento bioquimico de un
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“preparado enzimdatico”, teniendo presente que los resultados para cada experimento son en
realidad, la sumatoria de los resultados para cada enzima presente en el mismo.

Nuestro objetivo era contar con un preparado enzimatico capaz de ser utilizado para sacarificar
material celuldsico y fermentar los productos de la sacarificacién para producir bioetanol, en un
proceso SFS. Las condiciones 6ptimas de fermentacién alcohdlica llevada a cabo por Saccharomyces
cerevisiae suelen estar en el entorno de los 30 °C y pH acido (Z. Li et al., 2017; Tomas-Pejé et al.,
2008); por lo tanto, desedbamos que nuestro preparado enzimatico tuviera actividad celuldsica
cercana a estas condiciones de pH y temperatura. Los ensayos de temperatura 6ptima de actividad
celulasa mostraron que 50 °C es la mejor temperatura para sacarificar los sustratos CMCy PASC, en
los tiempos fijados (1 y 3 h respectivamente). Este resultado fue inesperado, ya que tratandose de
un microorganismo sicrotolerante se esperaba que produjera enzimas sicréfilas, es decir con
temperaturas dptimas mas bajas. Sin embargo, el origen de los microorganismos adaptados al frio
estd bastante discutido, algunos autores proponen que éstos provienen de mesdfilos, por lo tanto,
muchas de sus enzimas tendrian una temperatura éptima similar a la que exhiben los mesdfilos
(Feller, 2017). Por otra parte, la expresién de genes del microorganismo en su propio bioma es
desconocida, y seguramente difieran de la expresién dada en el preparado enzimatico. Sin embargo,
experimentalmente se determind que existia una disminucién de actividad a 60 °C (en la actividad
PASCasa practicamente es nula), lo cual es caracteristico de las enzimas activas en frio, o enzimas
sicréfilas (D'Amico et al., 2002).

A pesar de estar trabajando con un preparado enzimético (mezcla de diferentes enzimas), nuestros
resultados se asemejan a los obtenidos por Ueda et al. (2018), quienes caracterizaron una celulasa
de Bellamya chinensis (bacteria sicrotolerante) con temperatura dptima de 50 °C y con alto
porcentaje de actividad remanente a temperaturas inferiores (alrededor del 70 %, a 30 °C);
curiosamente, nuestro preparado presenta la misma temperatura 6ptima y conserva mas del 50 %
de la actividad a 30 °C.

Es valido considerar que la temperatura dptima de las enzimas se afecta por la presencia de
determinados agentes quimicos y/o por la fuerza idnica del medio, entre otros; Nunokawa &
McDonald, [1968]).

En relacion al pH 6ptimo, vemos que el preparado enzimatico presentaba actividad celulasa maxima
a pHs levemente 4cidos, lo que lo hace compatible con procesos de SFS y a su vez, en otros usos
biotecnoldgicos, como la clarificacion de bebidas, como jugos frutales y vinos, procesos que también

se realizan a pHs acidos (Colagrande et al., 1994; Vaillant et al., 1999).
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El estudio del efecto de diferentes agentes quimicos sobre las actividades enzimaticas del preparado
permitié determinar que el SDS inhibe las actividades PASCasa y CMCasa. Este detergente anidnico
posiblemente interaccione con las celulasas alterando el microambiente que las rodea, o incluso
alterando su estructura nativa, afectando el sitio activo, sitios de unidn a sustratos, etc.,
justificdndose asi, la pérdida de actividad celulasa observada. Nuestros resultados coinciden con
numerosas publicaciones (Kim, 1995; Ueda et al., 1994; Yin et al., 2010) donde se sugiere que este
tipo de celulasas no podrian utilizarse en productos que contengan SDS, ni probablemente cualquier
otro detergente idnico. De todos modos, esto no invalidaria su uso en los procesos SFS.

Existen trabajos que reportan una disminucién de la actividad celulasa en presencia de fluoruro de
fenilmetilsulfonilo (PMSF). EI PMSF se une especificamente a residuos de serina del sitio activo de
algunas proteasas inhibiéndolas y por ende, minimizando su capacidad para degradar celulasas y
otras proteinas (Gaur & Tiwari, 2015). En nuestro preparado, la actividad celulasa no se vio afectada
por este agente. Este resultado permite considerar el uso de PMSF como conservante del preparado
enzimatico (en caso que hubiera protedlisis de las celulasas por parte de proteasas propias de

AUG42, o durante su eventual produccién recombinante en otro microorganismo; Kim et al. [2008]).

Trabajos recientes han demostrado que las LPMO (del inglés lytic polysaccharide monooxygenase)
pueden aumentar el rendimiento hidrolitico de los cdcteles de celulasas, principalmente al mejorar
la accesibilidad de las enzimas al componente celulésico (Isaksen et al., 2014; Rubio et al., 2016).
Como las LPMO suelen activarse en presencia del catién Cu®* (Song et al., 2018), se estudié el efecto
de este agente sobre la actividad celulasa del preparado. Los resultados no evidenciaron un
aumento significativo en las actividades medidas, por lo tanto, se podria descartar la posibilidad de
que el preparado contenga LPMOs dependientes de cobre (dato que posteriormente se verificé tras
el andlisis por espectrometria de masas e identificacién proteica en el CAZoma). Si se observé que
este catién actué como inhibidor de la actividad PASCasa. éPor qué inhibiria la actividad PASCasa y
no la CMCasa? Este resultado sugeriria que las enzimas involucradas en la degradacién del sustrato
PASC no serian exactamente las mismas que las encargadas de degradar la CMC. éSon estos
sustratos especificos de algun tipo de enzima? Numerosos son los articulos que describen al PASC
como sustrato ideal para la determinacion de la actividad exocelulasa, y la CMC para endocelulasa;
sin embargo, cuando se analizan los productos de hidrdlisis de estos sustratos por HPLC, en ambos
casos los autores encuentran azlcares de largo de cadena variable, sin permitir una clara distincién
entre una actividad endocelulasa y exocelulasa dependiente del tipo de sustrato utilizado. Los

reportes previos de Geiger et al. (1998) muestran que una concentracién de 0,2 mM de Cu?
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disminuia la actividad en un 50 % de una celulasa producida por Trichoderma viride, usando avicel
como sustrato. Xu et al. (2009) observaron ademds, como el Cu?* oxidaba extremos reductores del
PASC, disminuyendo la cantidad de sustrato disponible para las exocelulasas, enzimas que atacan
este sustrato desde los extremos reductores.

¢Podriamos considerar entonces que en nuestro preparado enzimatico hay exocelulasas que atacan
desde los extremos reductores? (pues también existen exocelulasas que atacan desde el extremo
no reductor). En este caso el metal actuaria sobre el sustrato, y no como inhibidor de las enzimas
propiamente dicho. Seria interesante realizar ensayos para verificarlo, por ejemplo, medir los
extremos reductores de PASC, y luego medir la cantidad de extremos reductores del PASC tratado
con Cu?* con el mismo reactivo (DNS); si la cantidad de extremos reductores disminuye en presencia
de cobre, se evidenciaria la oxidacidn quimica del sustrato (ver a continuacién en Perspectivas). En
caso de evidenciar la oxidacién de sustrato, coincidiriamos con los autores que afirman que el PASC
es un sustrato para las exocelulasas, y el CMC es el preferido para endocelulasas, algo que no queda
claro en la bibliografia consultada y que simplemente muchos investigadores dan por hecho. Como
consecuencia, podriamos también sugerir que nuestro preparado presenta ambos tipos de enzimas:
endocelulasas y exocelulasas, siendo estas ultimas, cataliticas del extremo reductor.

¢Qué importancia tendria la potencial inhibicidn de la actividad celulasa por el Cu?** en el contexto
del uso de este preparado enzimatico en procesos SSF? Si se pretendiera por ejemplo, utilizar
madera reciclada para sacarificar y producir bioetanol (Johnson et al., 2009) habria que tener en
cuenta la procedencia de ésta, pues si la madera fue tratada con algin conservante quimico, como
sulfato de cobre o el CCA (cromo-cobre-arsénico) utilizados con frecuencia en el “curado” de
maderas (Hattori et al., 2015; Robey et al., 2018), este preparado tendria baja eficiencia en la
degradacion de sus fibras celuldsicas.

También se estudio la actividad celulasa frente a sales como sulfato de amonio, de magnesio y de
potasio, ya que éstos son comunmente utilizados en los medios de fermentacion alcohdlica de S.
cerevisiae (Demiray et al., 2018b, 2018a). Segun los resultados obtenidos, estas sales no interferirian
en la capacidad de sacarificacidon del preparado enzimdtico, por lo tanto podrian utilizarse sin
problemas en el medio de fermentacién.

Resulta importante poder determinar si las actividades enzimaticas del preparado enzimatico sufren
inhibicidn por producto. Existen reportes de que altas concentraciones de monosacdridos inhiben
las actividades de estas enzimas (Hsieh et al., 2014; Xiao et al., 2004). Ello no fue posible con el

método del DNS, usado a lo largo de la Tesis para determinar azlcares reductores. Para realizar
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estos ensayos de inhibicion convendria analizar los productos de hidrdlisis por HPLC o similar, y
contar con los patrones que permitan discriminar los distintos azucares reductores en los
cromatogramas (Hsieh et al., 2014).

Dentro de potenciales inhibidores de naturaleza glucidica, decidimos incluir la sacarosa, dado que
este disacarido no tiene extremos reductores y por lo tanto, no interfiere con las medidas de
actividad por el método del DNS, o sea la determinacion de la liberacién de azlcares reductores.
Los resultados demostraron que este disacarido no altera la actividad del preparado. Esto nos
permite ademas, inferir que el preparado enzimatico no presenta actividad de invertasa (Wan et al.,
2018), pues en el ensayo control (donde se incubé el agente quimico: sacarosa, con el preparado
enzimatico, sin sustrato celulésico), no se detectaron azlcares reductores por el método del DNS.
Si hubiera actividad invertasa en el preparado enzimdtico, se habrian liberado fructosa y glucosa,
quienes hubieran reaccionado con el DNS. A favor de esto, en el genoma no se habian detectado
secuencias codificantes para este tipo de enzimas.

Otros agentes quimicos como la N-etilmaleimida (NEM, compuesto utilizado para la metilacion de
grupos tioles y capaces de modificar cisteinas y enlaces disulfuro de las proteinas) y como el acido
etilendiaminotetraacético (EDTA, agente quelante de metales divalentes que muchas veces pueden
ser esenciales para la actividad de algunas enzimas), tampoco modificaron las actividades
analizadas, al menos en las condiciones trabajadas. Esto también fue reportado por Prabhu et al.
(2017), donde en concentraciones similares a las ensayadas en nuestro trabajo, la actividad CMCasa
no disminuia significativamente, al contrario de lo que reportaron Mushimiyimana & Tallapragada
(2015), quienes determinaron que el EDTA era un fuerte inhibidor de las celulasas.

Probablemente, las celulasas de nuestro preparado enzimatico no presenten enlaces disulfuro o
cisteinas relevantes para su actividad, ni necesiten cationes divalentes para su actividad. Igualmente
se incluyd en el estudio otros metales divalentes (aparte del cobre y el magnesio) que pudiesen
potenciar la actividad del preparado enzimatico. Se evalud el efecto de manganeso y cobalto, que
habian sido reportados como potenciadores de la actividad celulasa por Hartati et al. (2012) y Wang
etal. (2012), respectivamente. Pero encontramos que éstos reaccionaron con el DNS (dando valores
muy altos de absorbancia del control negativo), lo cual impidié evaluar el efecto de estos metales
en las actividades, utilizando el método del DNS. Posteriormente a este resultado encontramos en
la literatura, una mencién a este hallazgo, abordado por Sinegani & Emtiazi (2006), quienes
reportaron que estos cationes reaccionan con el reactivo DNS, provocando cambios en la coloracion

de la mezcla de reaccion independientemente de la concentracion de los azlcares reductores. Este
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reporte pondria en duda el resultado expresado por Hartati y Wang. Y en nuestro caso, para conocer
el efecto de estos metales, se deberian analizar los productos de reaccién por HPLC, con los patrones
adecuados (ver Perspectivas).

Finalmente, respecto a la estabilidad con el tiempo de las actividades PASCasas y CMCasas, luego
de almacenar el preparado enzimatico a distintas temperaturas, se puede inferir que a mayores
temperaturas de almacenamiento es menor la estabilidad del mismo, por lo que sugerimos

almacenar el preparado a -20°C o liofilizado.

Microscopia electronica de Barrido Electrénico

La observacién de esta bacteria por microscopia electronica de barrido, nos permitié conocer su
forma y tamafio, y como se menciond, permitio visualizar formaciones vesiculares en su superficie.
Si efectivamente se tratara de vesiculas, éstas probablemente liberen su contenido al medio de
cultivo, algo que ya se ha visto en otros microorganismos (Arias et al., 2012). Algunas vesiculas
estaban dispuestas en cadenas, formando lo que se conoce como “collares de perlas” que
conectarian diferentes células entre si, siendo una particular forma de comunicacidn entre células
(Gilbert et al., 2013; Mgller et al., 2005). Estos collares de perlas también fueron observados por
otros autores, al menos en un aislamiento de Flavobacterium frigidarium (Mgller et al., 2005).

No se observaron células de AUG42 adheridas propiamente dicho al papel de filtro (no se
observaron estructuras tipicas de adherencia como fimbrias por ejemplo), ni estructuras tipo
celulosomas como los observados por Shoham et al. (1999) y Ferdinand et al. (2013) para bacterias
del género Clostridium. Esto podria deberse a que la resolucién del equipo no fue lo suficientemente
alta, o simplemente, porque esta bacteria no produce estas estructuras. La ausencia del complejo
celulosoma fue posteriormente confirmada por el analisis del genoma, ya que no se detectaron
proteinas con dominios dockerina, ni cohesina.

Aun asi, seria interesante realizar ensayos inmunoldgicos (con anticuerpos marcados anti-GH) de
co-localizacién de las GH presentes en el CAZoma, para ver si en algin momento estas presentan
adherencia a la superficie celular, tal como lo hicieron Artzi et al. (2018), pues podrian haber
celulasas ancladas a la superficie celular sin necesidad de formar un complejo del tipo celulosoma.

Este punto se volverd a plantear en Perspectivas.
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Otras actividades enzimaticas tipo glicosidasa

Para conocer mejor nuestro preparado enzimatico, se evalué también la posible hidrélisis de
almiddn y de celobiosa. El preparado enzimatico no hidrolizé almiddn sugiriendo que el mismo no
contendria proteinas con actividad amilasa, al menos en las condiciones ensayadas. Esto no coincide
con lo descripto previamente por nuestro grupo, donde se reportd actividad amilasa cuando AUG42
crecid en medio sélido con almidén (Herrera et al., 2017), pero las condiciones de crecimiento de
AUG42 no fueron las mismas, lo que podria explicar esta diferencia. Curiosamente, en el genoma de
AUGA42 se identificaron varios genes codificantes para amilasas (con dominios PFAM o dominios
CAZy caracteristicos de amilasas; proteinas: 2341, PF02806.17, GH13; 3479, PF00128.23, GH13;
3488, PF00128.23, GH13 y 3670, PF02806.17, PF02922.17, PF00128.23, GH13 y CBMA48), pero
probablemente estos genes no se estarian expresando en las condiciones ensayadas (las proteinas
tampoco se detectaron en el estudio del secretoma por espectrometria de masas).

En cambio, si se detectd actividad celobiasa. La celobiosa es el sustrato de algunas B-glucosidasas,
también consideradas celulasas, y suele ser el producto del clivaje de polisacdridos por parte de
algunas exocelulasas (conocidas como celobiohidrolasas). Evaluamos la temperatura dptima de la
actividad celobiasa, y se vio que tenia un comportamiento similar al que presentan las enzimas
sicrofilas (D'Amico et al., 2002), aunque de nuevo, hay que reiterar que probablemente esta
actividad tenga involucrada a mas de una enzima de nuestro preparado. Un aspecto que queda
pendiente a futuro (ver Perspectivas), es la realizacion de zimogramas para determinar el nimero
de posibles celobiasas presentes en el preparado enzimatico. Si bien no se encontraron técnicas en
la bibliografia para la realizacién de zimogramas que impliquen degradacién explicita de celobiosa,
se encontraron protocolos para realizar zimogramas de actividad B-glucosidasa, utilizando esculina
como sustrato. La esculina es un glucdsido formado por una glucosa y un compuesto aromatico
denominado esculetina (ver Figura 4.1). Este ultimo, al ser liberado de la glucosa por accién de una
B-glucosidasa, reacciona con Fe®* y se colorea de marrdn, lo cual permitiria identificar la/s banda/s

de hidrdlisis (Saqgib & Whitney, 2006).
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Figura 4.1. Esculina (6,7-dihidroxicoumarin-B-D-glucosa), sustrato de B-glucosidasas, que por hidrdlisis del
sustrato liberan glucosa y esculetina.

Genoma y CAZoma

A través del estudio del genoma, en particular del CAZoma, identificamos numerosos genes
involucrados en la degradacidon de carbohidratos, destacandose los codificantes para posibles
celulasas, xilanasas, B-glucosidasas, mananasas, agarasas, liqueninasas, quitinasas, neopolulanasas
y amilasas. Ademas, se encontraron genes codificantes de polisacérido liasas, enzimas involucradas
en la degradacién de alginato, polisacarido anidnico presente en las paredes celulares de las algas
marinas pardas (posible fuente de nutrientes de AUG42; [Herrera et al., 2017]). También se
encontraron numerosos genes de glicosil transferasas, revelando el potencial de sintesis y
modificacion de carbohidratos de AUG42, por ejemplo con un rol durante la formacidn de biofilms,
tal como exponen varios autores para bacterias de este género (Cai et al., 2013; Duchaud et al.,

2007).

Este resultado resalta el gran potencial de AUG42 para hidrolizar diferentes polisacdridos, sobre

todo si tenemos en cuenta que se detectaron quince tipos de dominios de unién a carbohidratos.

Caracterizacion del secretoma de AUG42: zimogramas y espectrometria de masas

En esta Tesis se utilizd el término “secretoma” para describir al conjunto de proteinas presentes en
el preparado enzimatico, sin considerar en esta denominacién a cualquier otra biomolécula
presente en el mismo.

La actividad CMCasa se estudié mediante zimogramas, sin embargo ello no fue posible para la
actividad PASCasa, ya que el PASC (al no ser soluble) no se distribuyé en forma homogénea cuando

se lo incluyé en un gel de poliacrilamida. La multiplicidad de bandas de hidrdlisis de la CMC
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detectadas en el zimograma evidencid la presencia de varias enzimas con actividad CMCasa.
Posteriormente con el shotgun de proteinas y el estudio del CAZoma, se pudo verificar la presencia
de varias GH, probablemente involucradas en la degradacion de la celulosa. No se encontraron GHs
correspondientes a celulasas fosforilasas, ni AAs correspondientes a LPMOs, ni a CDHs, lo cual
indicaria que la degradacion de la CMC seria por hidrélisis mediante las GHs.

En ambos zimogramas (SDS-PAGE e IEF acoplados a geles con CMC) se destacaron dos intensas
bandas de hidrélisis de CMC. Esto nos llevd a pensar que se trataria de las mismas dos CMCasas. Sin
embargo, los ensayos que realizamos no permiten correlacionar las GHs encontradas en el CAZoma
con estas bandas de hidrélisis. A futuro, deberian identificares esas proteinas correspondientes a
las bandas de actividad por espectrometria de masas, y correlacionarlas con la notacion de CAZymas
de AUG42.

En el zimograma acoplado a la SDS-PAGE se observaron bandas de 100, 80 y 30 kDa,
aproximadamente. Considerando que en nuestro caso el preparado enzimatico no se desnaturalizé
por calor, el tamafio molecular observado no necesariamente corresponde con los tamafos de los
patrones utilizados (Weber et al., 1972). Lo que si resulta llamativo, es que en el CAZoma no se
detectaron GHs con tamarfios moleculares cercanos a 30 kDa (todas las GH identificadas superan los
50 kDa, diferencia muy notable con lo visualizado en la SDS-PAGE y zimograma, ensayo repetido en
cuatro instancias). Para interpretar este resultado, nos planteamos una hipdtesis: ¢ existen celulasas
que pudiesen ser degradadas por proteasas en un patrén particular, tal que parte del producto de
degradacion sean estructuras proteicas con tamafnos cercanos a 30 kDa, conteniendo el médulo
catalitico que degrada CMC? Entonces, ¢ podria ser que la banda de 30 kDa sea el producto de la
digestion de una celulasa, y solo corresponda a su sitio catalitico? Ya hay reportes de protedlisis de
celulasas, donde los productos de hidrdlisis conservan la actividad hidrolitica, pero disminuyen la
afinidad por el sustrato, sugiriendo que existiria una protedlisis que libera el médulo GH del CBM
(Langsford et al., 1987). En nuestro secretoma se identificaron algunas proteasas (como la 1608),
pero para discernir esta duda, lo mas adecuado seria identificar la proteina presente en la banda de
hidrélisis del gel de zimograma, con tamafio aparente de 30 kDa, y realizar un andlisis por
espectrometria de masas comparado con el genoma anotado de AUG42. Respecto a las bandas de
alrededor de 100 kDa, este tamafo podria corresponder a varias celulasas del CAZoma de AUG42

(proteinas 265, 266 y 976).
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Respecto al analisis del secretoma por espectrometria de masas se evidencid la presencia de varias
CAZymas. Se detectaron CEs; que podrian actuar sobre la hemicelulosa, en especial para liberar
grupos acetilo presentes en algunos azucares (Biely et al., 1985; Jeffries, 1991).

También se detectaron numerosas GHs. Tres de ellas presentan mddulos cataliticos, probablemente
celulolitico (dos con GH5 y una con GH9). Dos de ellas presentaron dominio de unién a
carbohidratos, lo cual es caracteristico de las celulasas individuales (no asociadas a un complejo del
tipo celulosoma) (Talamantes et al., 2016). Estas proteinas se caracterizaron in silico mediante su
modelado y estudios de docking (lo que se discutirda mas adelante). También se encontraron dos
proteinas con dominio GH tipo endoxilanasas (proteinas 283 y 890) y se detectd una proteina (282)
qgue no presentd homologia significativa con ninguna de las bases de datos analizadas (PDB vy
SwissProt), pero que tiene un dominio CBM23 en el extremo C-terminal (dominio de unién a
manosa) y su gen codificante se encuentra adyacente al gen codificante para la proteina 283
(ubicado aguas arriba). La proximidad fisica de las secuencias codificantes de estas proteinas en la
molécula de ADN indicaria una probable regulacion bajo un mismo promotor, por lo tanto podrian
tener una funcién similar o coordinada. Por ejemplo, estas proteinas podrian estar involucradas en
el reconocimiento e hidrélisis de algunas hemicelulosas, cuyos oligdmeros podrian transportarse
hacia el periplasma y/o citoplasma hasta su completa degradacion (Ransom-Jones et al., 2012;
Tauzin et al., 2016).

Algunos azlcares podrian ser responsables de inducir la expresion de los genes codificantes de las
celulasas de AUG42, tal cual describieron Stricker et al. (2006) para Hypocrea jecorina. Estos autores
reportaron que Xyrl, un gen codificante para un regulador de la produccién de xilanasas, era
fundamental para la expresion de xilanasas y celulasas. Quiza la proteina 282, 283, y/o 890 sean
responsables de degradar el papel de filtro liberando azlcares presentes en su fraccion
hemiceluldsica (xilosa o manosa), desencadenando la produccidn de celulasas. Esto explicaria por
qué se producen bajos niveles de celulasas en presencia de celulosa pura, pero si en presencia de
papel de filtro (el algoddn y el switchgrass también indujeron la produccion de celulasas). Para
verificar esta hipdtesis, se deberian realizar mutaciones de estos genes y ver si esto afecta la
induccion de celulasas o no. Si se comprueba su relacidn, se podria probar la induccién de celulasas
en AUG42 nativa utilizando azucares hemiceluldsicos como la xilosa, manosa, etc. (ver en

Perspectivas).
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Modelado y docking de las proteinas 265y 976

Modelar in silico una proteina muchas veces ayuda a entender su mecanismo de accidn, sobre todo
si se realizan estudios de interaccidon con el sustrato. Sin embargo, para obtener un modelo es
necesario contar con un molde confiable, una proteina con estructura similar resuelta por
cristalografia. En nuestro caso, las proteinas escogidas (265 y 976) para realizar los estudios de
modelado y docking permitieron modelar los médulos cataliticos de ambas (los GHs), y en particular
dilucidar su sitio activo, logrdndose detectar los aminodacidos posiblemente involucrados.

A partir de este analisis, podria sugerirse que las proteinas 265 y 976 serian endocelulasas, siendo

la primera probablemente una enzima procesiva.

Sacarificacién y Fermentacién alcohdlica

Luego de evaluar el potencial sacarificante del preparado enzimatico frente a distintas fuentes
celulésicas, se vio que éste no degradaba celulosa cristalina, al menos en las condiciones ensayadas.
Correlacionando este hecho con la definicion de microorganismos celuloliticos propuesta en la
introduccion, se podria inferir que Flavobacterium sp. AUG42 no es un microorganismo
estrictamente celulolitico. Sin embargo, se debe considerar que quiza los sustratos a sacarificar
ofrecidos no fueron los adecuados para determinar el potencial del preparado enzimatico. Hay casi
infinitos esteroisdmeros de celulosa, y seguramente existan celulasas especificas para cada tipo.
Nuestro objetivo se enfocaba en que el preparado enzimatico liberara azlcares reductores de algin
material que fuera ambientalmente y econdmicamente viable para producir bioetanol a gran escala
(como el switchgrass y/o E. globulus). Entre otros, resultaria interesante ensayar el preparado
enzimatico sobre sustratos celuldsicos provenientes de algas antarticas, sustrato que coincide con
la fuente de alimentacion del gusano desde el cual este microorganismo fue aislado (Herrera et al.,
2017).

Si bien nos interesaba desarrollar procesos de sacarificacion y fermentacién simultanea, los
resultados nos muestran que el poder de sacarificacién de nuestro preparado enzimatico no fue
suficiente para sacarificar la CMC a un ritmo adecuado para alimentar al microorganismo
fermentador. Se decidid entonces, incubar previamente el sustrato y el preparado enzimatico (pre-
sacarificacidn), de este modo se estaria agregando la levadura cuando el medio ya tuviera algo de
azucares libres para su fermentacién. De esta manera, se realizaron ensayos de sacarificacién y
fermentacién secuencial, que difieren de los procesos industriales discutidos en la introduccién, ya

que ambas etapas se realizan a una misma temperatura (en practicamente todos los ensayos), y en
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el mismo recipiente, condiciones en las cuales las enzimas podrian continuar sacarificando el
sustrato luego del agregado de la levadura; lo cual era congruente con la “filosofia de ahorro” de los
procesos de sacarificacién y fermentacién simultanea.

Como describimos en las secciones anteriores (Materiales y Métodos, y Resultados) se realizaron
numerosas modificaciones a los ensayos, con el fin de mejorar los procesos. En las condiciones
ensayadas sdlo fue posible obtener una cantidad de producto equivalente a 3,6 g/L de glucosa; y las
cantidades de etanol fueron tan bajas, que practicamente no superaron la minima concentracion
utilizada para la curva de calibracion. Si bien se podia haber realizado una curva de calibracién con
menores concentraciones de etanol, no se realizd, dado que rendimientos tan bajos no tendrian
sentido a nivel de su aplicacién.

Los distintos controles realizados nos permiten afirmar que la levadura CAT-1 produce alcohol frente
a glucosa, tal como estaba reportado para esta cepa (Basso et al., 2008), mostrando un rendimiento
practicamente igual al tedrico; que el preparado enzimdatico no inhibia la fermentacion de glucosa,
por lo tanto no seria toxico para la levadura (no se encontro en la bibliografia consultada ninguna
mencidn a que bacterias de este género pudiese tener efectos antifingicos sobre las levaduras; pero
habria que realizar ensayos de determinacién del posible efecto antagdnico entre cepas). A su vez,
confirmamos que CAT-1 produce etanol a partir de CMC, sacarificado con una mezcla de celulasas
comerciales.

Por otro lado, durante la fermentacién encontramos que la cantidad de azucares reductores totales
nunca aumento, incluso en algunos ensayos los mismos disminuyeron. En esto nos basamos para
organizar esta parte de la discusion, donde todos los ensayos realizados se dividieron en dos grupos:
los experimentos A, B, C, D, E, H e | en el grupo “X” (donde la cantidad de azucares reductores se
mantuvo constante) y los experimentos J y K en el grupo “Z” (donde los valores de azucares
disminuyeron durante la fermentacion).

Para los resultados obtenidos a partir de los experimentos del grupo X, se proponen dos hipétesis:

1) La cantidad de azlcares reductores se mantuvo constante porque a medida que éstos se iban
consumiendo, las enzimas liberaban mas producto. Luego, la levadura sobrevivié fermentando estos
azucares (ya que en los viales habia poco oxigeno como para tener un metabolismo aerdbico),
produciendo bajas cantidades de Bioetanol.

2) Los azucares producidos no fueron consumidos por la levadura, lo que se basaria en que la CMC

que se utilizé tenia un grado de sustitucidon de 0,65 - 0,90, es decir que un alto porcentaje de los
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mondmeros liberados durante el proceso de sacarificacion contenian un grupo carboximetilo, y
éstos probablemente no fueran metabolizados por S. cerevisiae.

Se ha reportado que la carboximetilacion de celulosa puede afectar su reconocimiento por algunas
enzimas. Por ejemplo, Wirick (1968) describié que a mayor grado de sustitucidn de distintos éteres
de celulosa, menor era la actividad celulasa de un preparado enzimatico de Aspergillus niger. En
este trabajo vieron que era necesaria la presencia de tres o mas glucosas sin sustituyente para que
las enzimas puedan atacar la cadena celuldsica. Ademas existen reportes que afirman que las
celobiohidrolasas (exocelulasas que liberan celobiosa) no son activas frente a CMC, ya que no
reconocen los extremos de las cadenas si estos presentan sustituyentes en los grupos hidroxilo
(Jeffries, 1987).

Se postula que los azlcares reductores presentes provendrian de oligosacdridos de CMC y que
realmente las unidades de glucosa libre, serian muy pocas. Con esto se concluiria que la etapa de
degradacion de oligdmeros de CMC seria la limitante de la cadena de reacciones necesaria para la
liberacidn de glucosa. A su vez, la carboximetilacion conforme incide en la actividad celulasa, podria
incidir en la actividad de algunas enzimas de las vias metabdlicas de S. cerevisiae. Si esto fuera asi,
la levadura no reconoceria los productos carboximetilados como sustratos validos para metabolizar.
La ultima hipotesis seria la mas apropiada para explicar los resultados obtenidos, por lo tanto se
continuara la discusion a partir de dicho supuesto.

Para analizar los resultados obtenidos a partir de los experimentos del grupo Z, donde la cantidad
de azucares reductores disminuyd luego de agregar la levadura, debemos mencionar que hubieron
dos grandes diferencias entre estos ensayos y los del grupo X: la primera, fue la cantidad de
preparado enzimatico que se utilizé (en los experimentos del grupo Z se quintuplicé las unidades de
enzima, respecto a los X); y la segunda, fue que para los ensayos del grupo Z se utilizé un preparado
enzimatico que habia sido liofilizado inmediatamente después de su obtencion (en seguida que se
finalizo el cultivo, se centrifugo, filtrd y liofilizd). Mientras que para los ensayos del grupo X, el
preparado enzimatico se habia liofilizado luego de 24 h de obtenido.

En estos ensayos Z, la cantidad de glucosa coincide con la cantidad de azlcares reductores, y la
glucosa si podria ser metabolizada por la levadura. En este punto, pensamos que la pregunta a
contestar es: ¢existe alguna enzima que actle sobre los grupos carboximetilo de la glucosa
modificada y la convierte en glucosa? En este caso, esta enzima seria muy inestable y se inactivaria
en menos de 24 h, y se mantendria estable luego de liofilizar el preparado inmediatamente a su

produccién. Se realizd una busqueda bibliografica, y no se encontraron trabajos que reporten la
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descarboximetilacidn bioldgica de CMC; y en algunos trabajos probaron que efectivamente esto no
ocurria (Levinson et al., 1951). Podriamos proponer que AUG42 produce una enzima encargada de
la descarboximetilacién de los azlcares y que seria una eterasa que reconoce el enlace éter
(formado entre un hidroxilo del aztcar en el carbono 2, 3 0 6y el sustituyente, ver Figura 1.4 de la
seccion Introduccion). Sin embargo, tras buscar eterasas en el genoma anotado, no se encontré
ninguna proteina con esta posible funcion. Por lo tanto, descartamos esta posibilidad para AUG42.
Planteamos a su vez, que la CMC fue completamente metabolizada en el control positivo realizado
con en Mix de celulasas comerciales, debido a la presencia de eterasas que quitan los carboximetilo
sustituyentes, dejando unidades de glucosa disponibles para fermentar.

De esta discusidn, resulta claro que nuestro preparado enzimatico presenta actividad celulasa pero
la misma es de niveles bajos, quiza insuficientes para sacarificar adecuadamente el sustrato
ofrecido, y asi, no habria suficientes azlcares reductores para fermentar. Todos los ensayos
realizados sugieren que la cantidad de enzima (o preparado enzimatico) seria limitante en las
condiciones ensayadas, y que seria necesario aumentar aun mas la cantidad de enzima aplicada para
obtener valores de glucosa libre compatibles con una fermentacién eficiente desde el punto de vista
comercial. Quizd la actividad celulasa esté estancada en algun producto, y éste actie como inhibidor
de la actividad celulasa en general. Esto se podria aclarar analizando los productos de hidrdlisis por
HPLC, de esta manera conocer el problema en la sacarificacion para poder resolverlo.

En resumen, en todos los ensayos de sacarificacidn se detectd una baja cantidad de glucosa
disponible para su fermentacion por S. cerevisiae, y la levadura no contd con sustrato suficiente para
producir bioetanol. En el caso que se obtuvo mayor cantidad de azucares se utilizé mucho preparado
enzimatico (se liofilizaron dos litros de sobrenadante de cultivo para inyectar nueve viales con una
concentracién de 44 U por mL de medio de fermentacion), lo cual deja de ser econémicamente y
ecolégicamente redituable, digase que la sacarificacion en estas condiciones no seria
industrialmente factible. Si consideramos algunas publicaciones disponibles, en otros ensayos de
sacarificacion y fermentacion de sustratos celuldsicos el agregado de enzima fue mucho mayor, se
agregaban 50 veces mas de unidades de enzima para obtener resultados positivos (Asgher et al.,
2014; de Almeida et al., 2014; Sawisit et al., 2018).

En conjunto, los resultados permiten concluir que la produccién de celulasas, en las condiciones que
seleccionamos, es insuficiente para producir un preparado enzimatico con poder sacarificador
adecuado para laindustria de etanol celuldsico. Por este motivo, lo mas conveniente seria identificar

los genes codificantes para las celulasas presentes en el preparado enzimatico (que ya se realizd en
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esta Tesis), para clonarlos y expresarlos en forma recombinante en otro organismo, y obtener mayor

cantidad de enzima (mas U/mL), entre otros.

Potenciales implicancias de las celulasas producidas por AUG42 en su ambiente

natural

En este trabajo se discutid la caracterizacion de las propiedades bioquimicas del preparado
enzimatico, y su potencial uso en la industria de los biocombustibles, pero también es interesante
discutir cual seria la importancia de la producciéon de CAZymas de AUG42 en su ambiente nativo.
Resulta dificil recrear el contexto natural donde esta bacteria produciria celulasas, pero teniendo en
consideracion de que AUG42 seria parte de la microbiota del gusano antartico Grania (quien se
alimenta de algas rojas y pardas; Herrera et al. [2017]), se podria proponer que la degradacién de
los sustratos celuldsicos presentes en las algas produjera nutrientes biodisponibles suficientes para
alimentar estas bacterias y al gusano, sobre todo teniendo en cuenta un ambiente oligotréfico como
lo es la Antartida. Basados en la complejidad de la constituciéon de las paredes celulares de las
plantas, la mayoria de los microorganismos que degradan este tipo de biomasa exhiben una bateria
de enzimas con una funcién sinérgica. Como se esperaba, AUG42 produce un conjunto de enzimas
con actividad sinérgica para degradar el material celulésico. Mediante el analisis por la
espectrometria de masas se identificaron glicosil hidrolasas que probablemente estén cooperando
en la degradacidon de diferentes sustratos celuldsicos. El analisis in silico de las proteinas
identificadas en el secretoma sugiere que estas enzimas pueden reconocer un conjunto de
polisacéridos como la celulosa, la quitina (un polimero de cadena larga de N-acetilglucosamina,
componente de las paredes celulares en los hongos, los exoesqueletos de insectos, entre otros) y
xilanos (un grupo de hemicelulosas que se encuentran en las paredes celulares de las plantas y
algunas algas). Guo et al. (2017) informaron que un extracto enzimatico (un céctel de celulasas,
xilanasa y laccasa) producido por una bacteria celulolitica, crecida en un medio de sales mineralesy
salvado de trigo como fuente de carbono, hidroliza eficientemente las paredes celulares de las algas,
facilitando la liberacidon de compuestos involucrados en los ciclos de carbono. Aunque durante esta
tesis no nos enfocamos en el estudio de las celulasas producidas por las células de AUG42 en su
ambiente natural (en asociacién con el gusano Grania), los resultados sugieren que Flavobacterium
sp. AUG42 contiene informacion genética suficiente para producir un grupo de celulasas que

podrian ayudar en la descomposicion de las algas. En caso que estas se expresaran, esta capacidad
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puede tener un papel central en la alimentacion del gusano Grania sp. y en el ciclo del carbono,
contribuyendo asi a la descomposicidn y al reciclaje de nutrientes en el ecosistema antartico.

De todos modos, para conocer la expresidn de proteinas in situ se deberian realizar estudios de
protedmica, de manera tal que se pudieran identificar las proteinas presentes en el ambiente

natural.
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5. Conclusiones y perspectivas

En nuestra coleccién de microorganismos antdrticos se encontré una bacteria capaz de producir y
liberar celulasas al medio de cultivo, y se pusieron a punto algunas condiciones de su produccién.
Ademas, se caracterizo el potencial de AUG42 para sintetizar y degradar carbohidratos a través del
estudio del genoma, y se determind cuales serian las enzimas secretadas al medio de cultivo
mediante shotgun de proteinas. Estas celulasas serian capaces de hidrolizar CMC, PASC y celobiosa,
y lo harian en condiciones compatibles con los procesos de sacarificaciéon y fermentacion
simultanea. Sin embargo, la baja actividad del preparado no permitiria obtener aztcares reductores
en cantidades suficientes para que la levadura fermentadora produzca bioetanol en

concentraciones industrialmente significativas.

Como ya se evidencié durante la Discusion, los resultados generados en esta Tesis abren una serie
de interrogantes, cuya respuesta puede ayudar a comprender los resultados. Teniendo
contextualizadas las perspectivas del trabajo en la seccidon anterior, a continuacién se listardn

brevemente las propuestas:

e Optimizar la produccion de celulasas de AUG42 incluyendo como inductores en el medio de
cultivo otros monosacaridos como xilosa, fructosa y manosa.

e Analizar los productos de hidrdlisis de los sustratos celuldsicos por HPLC.

e Analizar la ubicacién de las celulasas de AUG42 (extracelular o intracelular, asociadas a
membrana o pared, etc.).

e Mutar genes posiblemente relacionados al reconocimiento de carbohidratos
hemiceluldsicos y evaluar la expresion de las celulasas.

e Evaluar la oxidacidn de PASC con cobre, y su posible relacién con la actividad exocelulasa.

e Estudiar la actividad celobiasa mediante zimogramas.

e Analizar el potencial del preparado enzimdatico de degradar hemicelulosa, pectina y lignina
de distintos vegetales.

e Seleccionar los posibles genes codificantes para celulasas, clonarlos y expresarlos en otro

organismo, como forma de aumentar los niveles de produccién enzimatica.
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ABSTRACT
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Flavobacterium sp. AUG42 is a cellulase-producing bacterium isolated from the Antarctic oligochaete Grania sp.
(Annelida). In this work, we report that AUG42 produces a glycoside hydrolase cocktail with CMCase, PASCase
and cellobiase activities (optimum pHs and temperatures ranging from 5.5 to 6.5 and 40 to 50 °C, respectively).
The time-course analyses of the bacterial growth and cellulase production showed that the cocktail has maximal
activity at the stationary phase when growing at 16 “C with filter paper as a cellulosic carbon source, among the
tested substrates. The analyses of the CAZome and the identification of secreted proteins by shotgun Mass
Spectrometry analysis showed that five glycoside hydrolyses are present in the bacterial secretome, which
probably cooperate in the degradation of the cellulosic substrates. Two of these glycoside hydrolyses may harbor
putative carbohydrate binding modules, both with a cleft-like active site. The cellulolytic cocktail was assayed in
saccharification experiments using carboxymethylcellulose as a substrate and results showed the release of
glucose (a fermentable sugar) and other reducing-sugars, after 24 h incubation. The ecological relevance of
producing cellulases in the Antarctic environment, as well as their potential use in the bio-refinery industry, are

discussed.

1. Introduction

The term cellulase refers to a group of enzymes which, acting to-
gether, hydrolyze cellulose mainly yielding cellobiose and glucose
molecules. They are usually defined as $-1,4 glucanohydrolases that
catalyze the hydrolysis of cellulose and some related polysaccharides.
The cellulases are mainly classified as endoglucanases (E.C. 3.2.1.4),
exoglucanases also called cellobiohydrolases (E.C. 3.2.1.176, E.C.
3.2.1.91, E.C. 3.2.1.74) and p-glucosidases or cellobiases (E.C.
3.2.1.21), according to the position of the hydrolyzed o-glycosidic
linkage (Watanabe and Tokuda, 2010; Medie et al., 2012; Peralta et al.,
2017).

Worldwide, the photosynthetic fixation of carbon dioxide (CO,) is
mainly responsible for the production of cellulose, hemicellulose and
lignin and, the degradation of these compounds from the vegetal bio-
mass, in turns, release CO, to the atmosphere. In this carbon cycling,
cellulases play an important role, because the released oligo- and
monomeric carbohydrate molecules from the vegetal biomass are used
as carbon or/and energy source by many organisms, thus contributing
to the degradation of the carbon pool from any environment (Horwath,
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2015). In this regards, Antarctica is not an exception; the vegetation of
the Antarctic environment is characterized by low coverage and low
productivity, being mainly composed of two vascular plants (De-
schampsia antarctica and Colobanthus quitensis), as well as other photo-
trophic organisms such as algae, and lichens (Borchhardt et al., 2017;
Ogaki et al., 2019; Schultz and Rosado, 2019).

Cellulases are also widely used in many different industries in-
cluding animal feed processing, food and brewery production, textile
processing, detergent production and laundry, paper pulp manufacture
and production of biofuels and chemicals from renewable resources,
among others (Juturu and Wu, 2014). They constitute 10% of the
worldwide industrial enzyme demands and in addition, they represent
48% of the ethanol sales price in the biofuel industry (Liu et al., 2016).
The global market of enzymes has been expected to reach USD 10,519
million by 2024 (Global Enzymes Market Expected to Reach Global
Enzymes Market Expected to Reach $10, 20190,519 Million by 2024,
n.d) and the factors that drive this growth include the upsurge in de-
mand mainly for cellulosic- and amylosic- based biofuels, followed by
paper and pulp manufacturer, among others. Globally, it has been
projected that the biofuel consumption will increase to USD 57.8 billion
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gallons by 2020 (Market Research Report Collections, 2019- WWW.
StrategyR.com), a process that has boosted the demand for cellulolytic
enzymes. Considering this market demand, the search for novel cellu-
lases with improved properties is continuously growing.

Most of the enzymes used in industrial processes are actually pro-
duced by mesophilic microbes (microorganisms with optimum growth
temperature ranging from 20 °C to 45 °C) that produce the so-called
“mesophilic enzymes” (maximal enzyme activities between 50-60 °C).
On the other side, the cold-loving microbes (psychrophilic and cold-
tolerant microbes, with optimum growth temperatures of 10°C or
lower, and 20 °C, respectively) produce psychrophilic enzymes. These
ones have maximal temperatures of activities around 30-40 °C and are
easily heat inactivated (thermolability) (D'Amico et al., 2002; Feller and
Gerday, 2003). These two properties (activity at low temperature and
thermolability) place psychrophilic enzymes as good candidates for
some biotechnological applications, including the design of new pro-
ducts and/or processes. Psychrophilic enzymes play an important role
in the global market due to their potential applications in enzymatically
unfavorable industrial conditions. More information and examples of
commercial psychrophilic enzymes are available in Martinez-Rosales
et al. (2012), Sharma (2019), Yarzabal (2016). An interesting example
constitutes the potential use of psychrophilic cellulases in the biofuel
industry (bioethanol production), in a simultaneous saccharification
and fermentation (SSF) process (Paulova et al., 2015). Thus, our aim
was to contribute to the biofuel industry, by using cellulases produced
by a cold-tolerant bacterium.

In a previous work, we explored the cellulolytic potential of mi-
croorganisms that inhabit the Antarctic oligochaete Grania sp.
(Annelida) (Herrera et al., 2017). Among 31 cellulase-producing yeast
and bacteria isolated from this worm, the bacterium identified as Fla-
vobacterium sp. AUG42, a cold-tolerant microbe, produced halos of
hydrolysis when growing in plates with growth medium supplemented
with carboxymethylcellulose (CMC) at low temperatures (10°C and
20 °C). This result encouraged us to attempt the production of cellulo-
lytic enzymes from strain AUG42 using different cellulosic substrates,
the partial biochemical characterization of the cell-free supernatant,
and the analysis of its saccharification potential for the future design of
SSF processes. In addition, this work reports the CAZome from AUG42
and the identification of secreted carbohydrases by shotgun Mass
Spectrometry analysis. The CAZome describes the collection of carbo-
hydrate-active enzymes (CAZymes) encoded by the genome of an or-
ganism and provides an insight into the nature and extent of the me-
tabolism of complex carbohydrates of the species (Carbohydrate active
enzymes, 2019a; Carbohydrate active enzymes, 2019b). The different
categories of CAZymes (glycoside hydrolases, GHs; glycosyl-
transferases, GTs; polysaccharide lyases, PLs; carbohydrate esterases,
CEs; auxiliary activities, AAs with redox activity that act in conjunction
with other CAZymes) and carbohydrate-binding modules (CBMs) are
fully described in the CAZY (Carbohydrate-Active enZYme) database
(Carbohydrate active enzymes, 2019a; Carbohydrate active enzymes,
2019b). In summary, we aimed to identify the cellulases produced by
AUG42, to perform the partial biochemical characterization of the
cellulolytic-supernatant and to analyze their saccharolytic potential.

2. Materials and methods
2.1. Bacterium and growth media

The cold-tolerant cellulase-producing Flavobacterium sp. AUG42
strain was used in this work (Herrera et al., 2017). The strain was

maintained in Luria-Bertani broth (LB) and stored in 15% (v/v) glycerol
at —80°C.
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2.2. Time-course of cellulase production: growth rate versus enzymatic
activities

Pre-cultures of strain AUG42 (5 mL of LB) were transferred to 2L
flasks containing 500 mL of a modified GS2 medium (without resazurin
and with an adapted mineral micronutrient solution) at pH 7.0 (Artzi
et al., 2015). The GS2 medium contained 5 g per liter of yeast extract as
carbon and energy source, and the following minerals: 53 pM CaCly,
10nM CuSO,4, 10nM ZnSO,4 10nM NayB,0,, 80nM MnCl,, 30nM
CoClz, 3nM NasMoOy4. The growth medium was supplemented with
different cellulosic substrates at 0.5% (w/v): Carboxymethylcellulose
(CMC, SIGMA, C5678), Avicel (SIGMA, 11363), Grade 1 Whatman filter
paper and microcrystalline cellulose (SIGMA, 435236). The flasks were
incubated in aerobic conditions (200 rpm) at different temperatures
(11°C, 16°C and 21 °C) and the time-course of cell growth was mon-
itored by the determination of colony-forming units (CFU) in Petri
dishes containing LB medium. The cellulolytic preparation or cell-free
supernatant was obtained by centrifugation of cultures (10,000 rpm,
30min, 4°C), filtered through 0.45um Millipore filters and finally
stored at 4°C until use. When indicated, the preparation was lyophi-
lized. The cell-free supernatant obtained from AUG42 cells grown at
16 °C with filter paper as a cellulosic carbon source, was used for the
partial characterization of the cell-free supernatant as indicated below.

2.3. CMCase and PASCase activities

CMC and phosphoric acid-swollen cellulose (PASC) were used as
cellulosic substrates for the determination of CMCase and PASCase
activities, respectively. PASC was produced by treatment of Avicel by
phosphoric acid (7.5 mg/ml) as described by Morais et al. (2010). The
cellulolytic preparations were incubated with 1% (w/v) CMC or 60%
(v/v) PASC in 50 mM acetate buffer at pH 5.5 during 1 or 3h at 40°C,
respectively. The mixture was stirred under orbital agitation
(1000 rpm), cooled in an ice bath and then centrifuged (14,000 rpm,
5min, 4°C). The released reducing sugars in the supernatant were
analyzed by the 3,5-dinitrosalicylic acid (DNS) assay as described by
Miller (1959) with minor modifications. Essentially, the supernatant
was mixed with an equal volume of DNS solution, boiled for 10 min in a
water bath, cooled in an ice bath, and the absorbance was measured at
550 nm. Glucose was used as a standard. One unit of enzyme activity
(U) was defined as the amount of enzyme required for releasing 1 pmol
of reducing sugars (expressed as glucose) per hour, under the assay
conditions.

2.4. Cellobiase activity

Cellobiase activity was determined using D-(+) cellobiose (SIGMA,
C7252) as the substrate, dissolved in the “buffer mix” described by Ellis
and Morrison (1982) (0.05M acetic acid, 0.05 M MES, and 0.1 M TRIS),
at pH 5.5 and 40 °C. The cell-free supernatant (400 uL) was incubated
with the substrate (100 pl of 40 mM cellobiose, prepared in buffer mix),
for 2 h under stirring at 1000 rpm in an orbital shaker and then, boiled
during 5min in water bath. The concentration of the released glucose
was determined using the GLUCOSE-TR Kit (from SPINREACT, Ref
1001191). One unit of enzyme activity (U) was defined as the amount
of enzyme required for releasing 1 pmol of glucose per hour under the
assay conditions.

2.5. Effects of pH and temperature on enzyme activities

The pH effect on CMCase, PASCase and cellobiase activities was
determined in the range of 3.5-10, using the “buffer mix” described
above. The effect of temperature on the enzymatic activities was de-
termined by fixing the pH at 5.5 and varying the temperature in the
range 10 °C-60 °C. The thermal stability of the enzymes was also eval-
uated, by measuring the residual activities in the cell-free supernatant
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after 30 days of incubation at different temperatures, and after lyo-
philization.

2.6. Electrophoretic analyses

SDS-PAGE was carried out as described by Laemmli (1970), using
10% and 5% acrylamide for the resolving and the stacking gels, re-
spectively. Proteins were visualized by staining with Coomassie Bril-
liant Blue R-250. Isoelectric focusing was done in the Pharmacia Phast-
System equipment (Pharmacia, Uppsala, Sweden) according to the
manufacturer’s instructions, by using the broad isoelectric point (pI)
calibration kit run on PhastGel IEF 3-9 (GE Healthcare), and proteins
were silver stained. For zymographic experiments two SDS-PAGE and
two isoelectric focusing gels were run in parallel; one gel was com-
monly stained for protein visualization, and the other was blotted to a
10% acrylamide gel containing 0.14% (w/v) CMC (CMC-gel) by soaking
in 0.05M sodium acetate buffer pH 5.5 during 1h at 37 °C. Specific
stain for activity was performed by soaking the CMC-gel in 0.1% (w/v)
Congo-Red for 1h and then washing the gel with 1.0 M NaCl. Active
bands became clearly visible as a yellow band(s) against a red back-
ground.

2.7. CAZome analysis

The genome of strain AUG42 was sequenced, annotated and func-
tionally categorized as described by Morel et al. (2016). Briefly, a
highly pure genomic DNA sample was sequenced at Macrogen using a
Hiseq2000 Illumina system by shotgun library sequencing. The quality
of reads was analyzed using the FASTQC program, the raw material was
assembled using the SPAdes 3.13.0 assembly software (SPAdes — Center
for Algorithmic Biotechnology, 2019) and contigs were build using
ABACAS (ABACAS, 2019). The draft genome was annotated using the
RAST Version 2.0 (Rapid Annotation using Subsystem Technology)
server (Aziz et al., 2008) (the manuscript regarding AUG42 draft
genome is currently in preparation). The predicted proteins from
AUG42 were analyzed using the web tool PFAM (PFAM, 2019). The
PFAM (Finn et al., 2015) is a database that performs the search based
on domains similarities, for the identification of proteins. For the par-
ticular identification of carbohydrate-active enzymes, all the predicted
proteins were analyzed by dbCAN (database for the automated Carbo-
hydrate-active enzyme annotation) (Yin et al., 2012), this web server is
commonly used for the identification of CAZymes. The results obtained
by dbCAN were also analyzed through BLASTP using the UniProtKB-
SwissProt and PDB database (BLAST: Basic Local Alignment Search
Tool, n.d.).

2.8. Shotgun Mass Spectrometry analysis of secreted proteins (secretome)

Cell-free supernatant fluids were loaded onto an SDS-PAGE 10%
acrylamide gel allowing a short (1 cm) migration, Coomassie G-stained
and those portions of gels containing proteins were excised for shotgun
Mass Spectrometry (MS) analysis. Protein digestion and MS analysis
were performed at the Proteomics Core Facility CEQUIBIEM, at the
University of Buenos Aires/CONICET (National Research Council), as
described by Ghio et al. (2018), using a Thermo Scientific Q Exactive
hybrid quadrupole-Orbitrap mass spectrometer. The raw data were
processed using the Proteome Discoverer software (version 1.4 from
Thermo Scientific) and searched against the Flavobacterium sp. AUG42
protein sequence database obtained by genome annotation. The results
obtained by shotgun of secreted proteins and by the dbCAN were
compared to identify possible cellulases.

2.9. Protein modeling

The in silico protein structure from cellulases 265 and 976, in par-
ticular, the catalytic domains were performed using the homology-
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modeling Swiss-model server (SWISS-MODEL, 2019). The proteins with
the highest scores were chosen as a template to model both AUG42
proteins. Those structures with the highest GMQE (Global Model
Quality Estimate) were chosen and the position of amino acids was
analyzed by Ramachandran plot, in the same server (Swiss-model). The
active sites were identified using the Chimera 1.13.1 program (UCSF
Chimera Home Page, 2019) by comparison with a “seed model” cellu-
lase using the MatchMaker tool. Then, the active site and a putative
carbohydrate substrate (a -1,4 cellotetraose and B-1,4 cellobiose) were
open and prepared using the Dock Prep tool in the Chimera program.
Finally, the docking was performed using the AutoDock Vina tool.

2.10. Saccharification assays

The assay was performed by using 5% CMC as the substrate, in
20mL vials containing 15 mL of ING medium (a medium commonly
used in ethanol fermentation; chemical composition as follows: 7 mM
KH,PO,, 26 mM K,S0,4, 4,5mM (NH,),SO4 and 10 mM MgS0O,.7H,0,
pH 5.5). Vials were injected with a volume of AUG42 water-recon-
stituted lyophilized cell-free supernatant containing 44.3, 3.1 and 4.5
U/mL (final concentration at the vials) of CMCase, PASCase and cel-
lobiase activities, respectively. The mixture was incubated for 24 h at
200 rpm and 30 °C. The efficiency of the saccharification process was
monitored by determining the amount of released reducing sugars as
well as the glucose concentration, as described above.

2.11. Nucleotide sequence accession numbers

The glycoside hydrolases sequences detected by the CAZome ana-
lysis were submitted to the GenBank. Accession numbers are as follows:
MH510337 (gene 265), MH510338 (gene 266), MH510339 (gene 439),
MH510340 (gene 649), MH510341 (gene 890), MH510342 (gene 891),
MH510343 (gene 976), MH510344 (gene 1992), MH510345 (gene
2218) and MH510346 (gene 3439).

2.12. Statistics

At least three technical and three biological replicates were per-
formed for each experiment. The statistical correlation of data was
analyzed by the GraphPad Prism (6 version) software. Data are reported
as means * S.E.

3. Results

The production of extracellular cellulolytic enzymes from the
Antarctic bacterium Flavobacterium sp. AUG42 was evaluated, when the
bacterium was growing in GS2 liquid medium supplemented with dif-
ferent cellulosic carbon sources. The time-course of bacterial growth
(log CFU/ml vs time) and the production of cellulases (evaluated by
CMCase and PASCase activities) are shown in Figs. 1a and 2 . The re-
sults showed that AUG42 cells grew in the tested cellulosic carbon
sources, while almost no growth was observed in the non-supplemented
GS2 medium (just yeast extract as carbon and energy source, as de-
scribed in Materials and Methods), suggesting that this bacterium may
produce extracellular enzymes involved in the degradation of these
cellulosic carbon sources. The curves exhibited a similar growth pat-
tern, reaching always the stationary phase at 40 to 48h of growth
(Fig. 1a).

The analyses of the time-course of CMCase and PASCase production
(Fig. 2a and b, respectively) revealed that both activities were maximal
at the stationary phase when growing on filter paper, compared with
other cellulosic carbon sources. Both activities were 4-fold and 6-fold
higher respectively, compared to the activities observed when using
cellulose or Avicel as a cellulosic carbon source.

Hence, the time-course of growth and production of cellulases at
different temperatures were both attempted using filter paper as the
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12 12+ Fig. 1. Growth characteristics of
b Flavobacterium sp. AUG42: a) on different cel-
. 1" 114 lulosic substrates at 16 °C and b) at a different
TE‘ 10 o {‘ temperatures using filter paper as cellulosic

s £ 104 e NG e 3 substrate.
(UDS 9 E s Mean and SDs were obtained from three sepa-
B o 91 rate measurements in each experiment, at least
8‘1- 8 ] 8 three experiments were performed for each
-~ B g t substrate. Error bars were in some cases
7 74 smaller than the size of the symbol. a) GS2
= medium supplemented with: CMC (A),
e 6 T T T 1 Microcrystalline Cellulose (O), Avicel ([J) and
Time (h) 0 20 ! 40 60 80  pilter paper (A). Control: GS2 medium (@). b)
Time (h) Growth at 11 °C (-8-), 16 °C (---), and 21°C
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carbon source. The results showed that AUG42 cells did not grow at Table 1

30 °C, but they grew at similar rates at 16 °C and 21°C, and at a sig-
nificantly slower rate at 11 °C (Fig. 1b; Table 1), reinforcing that strain
AUG42 is a cold-tolerant rather than a psychrophilic bacterium. At the
stationary growth phase, the values of CMCase and PASCase activities
were significantly higher when growing at 16 °C compared at 11 °C and
21 °C (Table 1), suggesting that the production of cellulases was higher
at 16 °C. Interestingly, there was cell growth when using GS2 medium
without a mineral solution (with filter paper as carbon source); how-
ever, we did not detect any cellulase activity, suggesting that at least
one or more of these salts are important for cellulase production or
activity (data not shown). Although the time-course of cellobiase pro-
duction was not specifically evaluated, this activity was detected
(0.50 = 0.05 U/mL) in the cell-free supernatant fluids from AUG42
collected at the stationary phase (growth at 16 °C). All these results
together suggest that AUG42 produces a cocktail of glycosyl-hydrolases.
Based on these findings, the cell-free supernatant produced by AUG42
cells growing in GS2 medium supplemented with 0.5% (w/v) filter
paper at 16 °C, were used for further experiments (biochemical char-
acterization and saccharification experiments).

A number of proteins with cellulase activity and their apparent
molecular masses were determined by electrophoretic analysis coupled
to zymographic gels (Figs. 3 and 4). Isoelectric focusing gel electro-
phoresis coupled to CMC-gels (zymogram) showed that the cell-free
supernatant fluids contain at least four proteins with cellulase (CMCase)
activity, with pls ranging from 5.8 to 7.4 (Fig. 3). The results obtained
after blotting of proteins from the SDS-PAGE gel to the CMC-gel also
showed at least four protein bands with CMCase activity. Comparison of
both gels (SDS-PAGE and CMC-zymographic gels) indicates that these
cellulases may have apparent molecular masses ranging from 30 kDa to
100 kDa (Fig. 4).

104

L
0 20 40 60

Time (h)

Growth characteristics and cellulase production at different temperatures.

Temperature Generation Stationary CMCase (U/mL)  PASCase (U/mL)
of growth ('C)  time (h) phase at (h)

21 38 = 0.3 25 0.87 = 0.10 0.00 %= 0.01

16 33 £03 48 8.41 = 0.40 1.20 = 0.20

11 50 = 0.3 48 3.07 = 0.10 0.05 + 0.10

The generation times (tg) were calculated from the specific growth rate (n)
corresponding to the exponential phase, according to the following equation:
tg = In2 / . Values for CMCase and PASCase activities were determined at the
stationary phase stage.

The effect of pH and temperature on the cellulolytic activity of the
cell-free supernatant fraction showed optimal activities at pH 6.5 and
5.5 for CMCase and PASCase, respectively, and in both cases at 50 °C, a
temperature commonly associated to mesophilic enzymes. However,
both activities abruptly decreased at 60 °C (10% remaining activities,
compared to values at 50 °C), suggesting that these enzymes are ther-
molabile, a feature mostly associated to psychrophilic enzymes.
Cellobiase activity was highest at pH 5.5 and 40 °C, with a total in-
activation at 50 °C, suggesting the psychrophilic character of this en-
zymatic activity. The data regarding the effect of pH and temperature
on these enzymatic activities are shown as Supplementary Material.

At this point, we centered our attention into the analysis of the
saccharolytic potential of the cell-free supernatant fluid, showing that
after 24 h incubation at 30 °C and pH 5.5, the amount of total reducing
sugars and glucose raised from 1,4 = 0,3 to 17,0 = 2,0 and from 0 to
21 %= 1pmol/mL, respectively. This amount of glucose represents the
release of 3.8 g/L of a fermentable sugar.

The analysis of the draft genome of strain AUG42 (manuscript in

1.5 B)

U/mL

Time (h)

Fig. 2. Production of cellulose-degrading enzymes during the growth of Flavobacterium sp. AUG42.

A) CMCase and B) PASCase activities measured at 40 °C and pH 5.5. Mean and SDs were obtained from three separate ofa

ive experiment,

at least three experiments were performed for each condition. Error bars were in some cases smaller than the size of the symbol. GS2 medium supplemented with
CMC (A), Microcrystalline Cellulose (O), Avicel ((J), Filter paper (A). Control: GS2 medium (@).
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c Fig. 3. Isoelectric focusing of the cell-free su-
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Fig. 4. SDS-PAGE of the cell-free supernatant of Flavobacterium sp. AUG42
coupled to CMC-gels.

A) Zymographic CMC-gel after blotting from the SDS-PAGE gel; arrows show
the position of the active bands. B) SDS-PAGE gel. Lane 1 was loaded with 5L
of the cellulolytic cocktail (2- fold concentrated by lyophilization) and lane 2
was loaded with 5L of the molecular marker Color Plus NEB (selected band
sizes are indicated in the gel).

preparation) allowed the identification of at least ten open reading
frames (ORFs) related to glycoside hydrolases probably involved in the
hydrolysis of cellulosic materials (Table 2). The shotgun Mass Spec-
trometry analysis of secreted proteins showed that from these ten
proteins, five GHs were present in the secretome of strain AUG42 under
the assayed conditions. These glycoside hydrolases belong to the GH3,
GH5, GH9 and GH30 families (Table 2). The search for carbohydrate
binding modules (CBM) showed that glycoside hydrolases 265 (GH9)
and 976 (GHS) harbor putative CBMs that may recognize cellulose, N-
acetylglucosamine and xylans (Fig. 5). When the in silico modeling was
performed using the entirely 265 and 976 proteins, they did not blast
with any crystallized protein deposited in the database. However, it was
possible to model the catalytic sites of both proteins, as well as the CBM
of the 265 protein. The modeling and docking analyses of both catalytic

l123456

pernatant of Flavobacterium sp. AUG42 coupled
l to CMC-gels.

A) Isoelectric focusing gel, silver stained; B)
zymographic CMC-gel stained with Congo-Red;
and C) pl markers. Lanes 1, 2 and 5 were
loaded with 1 pL of the cellulolytic cocktail (2-
fold concentrated by lyophilization); lanes 3, 4
and 6 were loaded with 1 pL of the cellulolytic
cocktail (12-fold concentrated by lyophiliza-
tion). Arrows show the position of the active
bands.

Ul 5
3,5
4,55
5.2
585
6,5

6,85
7,35
8,15
8,45
8.65

sites seem to display cleft or groove-shaped active sites (Fig. 6), re-
sembling those exhibited by endoglucanase enzymes (Gupta, 2016).
The catalytic amino acids and the potential hydrogen bonds between
the catalytic amino acids and the substrate are also shown (Table 3).

4. Discussion

Although fungi play an important role as biomass-degrading mi-
croorganisms, being responsible for the degradation of most biomass in
nature (Payne et al., 2015), bacteria stand out like recalcitrant matter-
degrading microorganisms. Among bacteria, members from the genus
Flavobacterium are recognized as natural cellulosic fiber degraders
(Lednickd et al., 2000). In the present work, we report the production of
cellulases and the characterization of the cellulolytic cocktail produced
by the Antarctic cold-tolerant bacterium Flavobacterium sp. AUG42. The
implications of the production of cellulases from an environmental and
industrial point of view are also analyzed.

First, we attempted to answer the following questions: which is the
preferred substrate and growth temperature of AUG42 to produce cel-
lulolytic enzymes? and which kind of cellulases are produced by
AUGA42? The results showed that AUG42 produces glycoside hydrolases
with CMCase, PASCase and cellobiase activities with a major produc-
tion at the stationary growth phase when growing on filter paper as a
cellulosic carbon source and 16 °C, among tested conditions. These
activities were not detected when cells were grown in cellulosic-sub-
strate-free medium, suggesting that the cellulosic material is needed for
the enzymes production. Many reports showed that different cellulosic
sources induce the production of cellulases at different extent; i.e.
(Liang et al., 2014) informed that the bacterium Paenibacillus terrae
requires the addition of CMC to the growth medium in order to produce
CMCases, but the production showed a fivefold increase in the presence
of wheat bran, as compared with the control experiment without cel-
lulosic source. As AUG42 does, fungi from different genera prefer filter
paper over CMC as an inducer of cellulase production during growth
(Cai et al., 1999). Cellulases were mainly detected during the stationary
phase, probably due to their participation in the secondary metabolism,
as reported by (Sanchez et al., 1999).

Our next step was to answer whether this cellulolytic cocktail has
biochemical properties which resemble those from psychrophilic en-
zymes. As reviewed by D'Amico et al. (2002), mesophilic and psy-
chrophilic enzymes show maximal temperatures of activities close to
30 °C and 60 °C, respectively; hence, the cellulases produced by AUG42
might not be strictly classified as psychrophilic or cold-adapted en-
zymes; however, they are produced by a cold-tolerant microorganism,
as described by Herrera et al. (2017). Although the optimum tem-
perature for both CMCase and PASCase activities was close to 50 °C,
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Table 2
CAZome or functional carbohydrate-active enzymes (CAZymes) from AUGA42.
Protein Blastp/Uniprot-Swissprot Access code (%  Blastp/PDB Access code (Ycoverage/%identity) PFAM Domains DBCAN  pI/MW
identi coverage/%identity)
265* Endoglucanase E-4 P26221.2 (52/54) Chain A, endoexocellulase:cellobiose from PF00759.18 GH9 GH9 713/
Thermomonospora PF00942.17 CBM3 CBM3 125643.81
1J54 (51/54)
266* Cellulase E1 Chain A, Acidoth cellulolyticus Endocellulase E1 ~ PF00150.17 Cellulase GHS 6.22 / 91976.75
P54583.1 (42/45) 1ECE (42/46)
439 Beta-hexosaminidase Beta-n-hexosaminidase (ybbd) From Bacillus subtilis  PF00933.20 GH3 GH3 5.71 / 59206.93
P40406.1 (99/28) 3BMX (99/28)
649 Beta-N-acetylglucosaminidase/beta- Crystal structure of mutant (d318n) Bacillus subtilis ~ PF00933.20 GH3 GH3 8.25 /
glucosidase Family 3 glycoside hydrolase PF00144.23 Beta 112589.87
Q7WUL3.1 (38/28) 4G1J (51/30) lactamase
PF01915.21 GH3 C
890* Glycosyl hydrolase family protein 3B Bacteroides ovatus Xyloglucan Pul Gh3b with bound ~ PF00933.20 GH3 GH3 5.72 / 83592.27
A71XU3.1 (99/46) glucose PF01915.21 GH3 C
5JP0 (96/47) PF14310.5 FN3 like
891* Acid beta-glucosidase Acid-Beta-Glucosidase PF02055.15 GH30 GH30 7.60 / 54726.14
Q9BDTO.1 (86/33) 2V3D (86/33) PF17189.3 GH30_C
976* Cellulase Z Cellulase CelS from Erwinia chrysanthemi PF00150.17 Cellulase GHS 5.75 / 85670.49
P07103.2 (41/59) 1EGZ (36/65) CBM60
CBMS
1992 Cellulase 2 Endoglucanase A from Clostridium thermocellum at PF01270.16 GH8 GH8 8.76 / 53495.18
P37701.1 (77/41) atomic resolution
1189 (72/39)
2218 Cellobiase Crystal structure of GH3 beta-glucosidase from PF00933.20 GH3 GH3 5.85 / 84425.56
P33363.2 (94/42) Bacteroides thetaiotaomicron PF01915.21GH3_C
5XXL (94/46) PF14310.5 FN3 like
3439 Probable mannan endo-1,4-beta- Native structure Of Endo-1,4-Beta-D-Mannanase PF00150.17 Cellulase GHS 8.69 / 61002.69

mannosidase
Q0C8J3.1 (21/29)

from Thermotoga petrophila Rku-1
3PZ9 (24/25)

PF02836.16 GH2_C

The identification of carbohydrases using different databases (PFAM, dbCAN and UniprotKB-SwissProt), and a few theoretical properties, such as isoelectric point (pI)
and Molecular Weight (MW), are shown. Proteins with asterisks (*) were been identified in the secretome from AUG42, by shotgun as described in Materials and

Methods.
A)
GHY CBM3
s
B)
[sp} GHS CBMG0 ) L]
CBMS

Fig. 5. Modular structure of cellulases 265 and 976.

A) Cellulase 265 (1178 amino acids) showing a GH9 catalytic domain located between amino acids 31 and 467 and a CBM3 domain located at the C-terminal
(putative recognition of cellulose, between amino acids 496 and 574). B) Cellulase 976 (807 amino acids) showing a GHS catalytic domain located between
aminoacids 50 and 307 and two putative CBMs, a CBM60 (putative recognition of N-acetylglucosamine, located between amino acids 446 and 547) and a CBMS
(recognition of xylans, located between amino acids 660 and 700). SP represents the signal peptides found by search in the SignalP 4.1 server.

their thermolability resembles a psychrophilic enzyme. Notwith-
standing, this will be elucidated after the out coming recombinant
production, purification, and characterization of each enzyme.

Another question we arise was the identification of the cellulases
present in the cell-free supernatant by comparing the data from the
Mass Spectrometry study of the secreted proteins and the genome se-
quencing analysis. The results suggested that AUG42 produces a cock-
tail composed by five enzymes involved in the degradation of cellulosic
matter, mainly endocellulases and a beta-glucosidase, in agreement
with the CMCase, PASCase and cellobiase activities already found in the
cell-free supernatant. The production of cellulolytic cocktails has also
been reported for microorganisms such as Aspergillus fumigatus (Das
et al., 2013) and Bacillus licheniformis (van Dyk et al., 2009), among
others. Hence, the production of enzymatic cocktails may stand as a
strategy to degrade complex polymeric substrates in their natural en-
vironment.

Interestingly, two cellulases with carbohydrate binding modules
were identified in the secretome from AUG42, the so-called cellulases
265 and 976. When exploring their structural features, we found that

these cellulases did not entirely blast with any previously crystallized
protein deposited in the homology-modeling Swiss-model server. The
herein reported results encourage us to face soon the resolution of their
crystallographic structures. The in silico structure modeling of cellulases
265 and 976 revealed interesting protein features. The catalytic
module-3D structure of 265 resembles the structure of proteins from the
GH9 family, a barrel constituted by 12 a-helix in an (a/a)s arrange-
ment, and a characteristic catalytic site able to accommodate an oli-
gosaccharide substrate containing at least six glucose units. When
modeled with its CBM, the 265 structure showed that the catalytic and
cellulose-binding domains interact, as it has been described for the
protein 1js4 (a cellulase from Thermomonospora fusca with both exo-
and endocellulase activities) by Sakon et al. (1997). The authors also
reported that 1Js4 is a processive enzyme, able to hydrolyze the cel-
lulose chain releasing oligosaccharides containing four glucose as the
CBM progresses in the cellulose strand. Thus, according to the shape of
the catalytic site, we infer that 265 could be a processive en-
doglucanase. This cellulase also may possess a Ca®>" binding site, as
found in the template 1js4.
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Fig. 6. Building a homology model for cellulases: 265 (A) and 976 (B). (For interpretation of the references to color in this figure legend, the reader is referred to the

web version of this article.)

Al and B1 are the surface representation; A2 and B2 are the Ribbon diagrams. A3 and B3 show the amino acids and hydrogen bonds that may interact with a

substrate (shown in red).

The catalytic module-3D structure of 976 resembles the structure of
a typical GHS cellulase, a barrel constituted by eight external a chains
and eight internal {3 or a (a/p)g arrangement. The catalytic site seems to
be located at the end of the a chains and the beginning of the B ones,
thus the substrate can be attacked by following the Koshland double-
displacement mechanism [i.e. two glutamic acids, one acting as nu-
cleophile and the other as electrophile (Cazypedia, 2019)]. In addition,
structural features of 976 protein are quite similar to those present in
the template 4mlr, an enzyme reported as an endocellulase (Alvarez
et al., 2013) (Table 3).

The next challenge dealt with the potential use of the cellulolytic

cocktail during a saccharification process. The cocktail works at neutral
or slightly acidic medium, a property that may be of interest in in-
dustrial applications (e.g. simultaneous saccharification and fermenta-
tion processes, clarification of fruit juice, etc.). Both, the optimum pH
and temperature values of the enzymatic cocktail suggest that this could
be used as an alternative tool for conventional and/or simultaneous
saccharification and fermentation processes. Based on the theoretical
yield of ethanol production from glucose (51.1% w/w) (Zhang and Bao,
2012) it can be inferred that a production of 3.8 g/L glucose may yield
an amount of 2g ethanol per liter, which represents a 0.2% w/w
ethanol production. Clearly, the efficiency of saccharification is low and
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Table 3
General information of modelling.
Cellulase Modelling parameters Docking
Template; GMQE QMEAN Amino acids in favored Seed Substrate Hydrogen bonding: Amino acids involved in  Catalytic
Sequence regions of the model amino acid, and the coordination of amino acids
identity; Ramachandran plot distance to the Calcium
Coverage substrate in A
265 1js4; 0,83 —1,88 94,94 % 1js4 Cellotetraose and F(228) 2,131 S(237) D (81)
63.74 %; cellobiose W(284) 2,105 D (241) D (84)
99 % R (341) 1,991 E (242) E (453)
R (341) 1,409
L (413) 2,353
R (403) 2,167
976 4mlr; 71,66 %; 0,85 —0,04 94,72 % 2a3h cellotetraose H (140) 2,383 No detected E (261)
96 % K (300) 2,028 E (173)

Q (212) 1,818

Catalytic amino acids, hydrogen bonding interactions involved in the substrate positioning in the catalytic site, amino acids involved in calcium coordination; the
position of amino acids within the protein are indicated in parenthesis. GMQE mains Global Model Quality Estimation, and QMEAN mains Qualitative Model Energy

Analysis.

needs to be upgraded; as an alternative, we are currently facing a
strategy that includes the recombinant production of these enzymes for
their use in SSF processes, particularly those proteins 976 and 265 with
putative endo-cellulase activity (Table 2).

Recent works reported the saccharification of laminarin by an im-
mobilized laminarinase from Flavobacterium sp. strain UMI-01 (Mitsuya
et al., 2017) and the seaweed saccharification by a recombinant pro-
duced alginate lyases from Flavobacterium sp. FALy (Manns et al.,
2016), among others; however, to the best of our knowledge this is the
first report regarding the characterization of a cellulolytic cocktail
produced by an Antarctic Flavobacterium isolate, with a potential ap-
plication in the saccharification of cellulosic matter for the biofuel in-
dustry.

We finally discussed the potential role of AUG42 in the natural
environment. Based on the complexity of plant cell walls, most biomass-
degrading microorganisms display a battery of enzymes with a sy-
nergistic function to break down complex polysaccharides. As expected,
AUG42 produces a set of enzymes with synergic activity to degrade the
cellulosic material. By shotgun Mass Spectrometry analysis of the se-
creted proteins, we herein identified five glycoside hydrolyses which
probably cooperate in the degradation of different cellulosic substrates.
The in silico analysis of the identified secreted proteins suggests that
these enzymes may recognize a set of polysaccharides such as cellulose,
chitin (a long-chain polymer of N-acetylglucosamine, component of cell
walls in fungi, the exoskeletons of insects, among others) and xylans (a
group of hemicelluloses found in plant cell walls and some algae). Guo
et al. (2017) reported that an enzymatic extract (a cocktail of cellulases,
xylanase and laccase) obtained from a biomass-degrading bacterium
after growth in a mineral salt medium containing wheat bran as a
carbon source, efficiently hydrolyzes algal cell walls, facilitating the
release of compounds involved in the carbon and nitrogen cycles. Al-
though we did not focus our work on the cellulases produced by AUG42
cells in the natural environment (in association with the Grania worm),
the results suggest that Flavobacterium sp. AUG42 produces a group of
cellulases that might assist into the decomposition of algae. This ability
may have a central role in the feeding of the worm Grania sp. and in the
carbon cycling, thus contributing to the decomposition and nutrient
recycling in the Antarctic ecosystem.

5. Conclusions

In summary, we showed that the Antarctic bacterial isolate
Flavobacterium sp. AUG42 possess the genetic potential to produce ten
carbohydrate-degrading enzymes and at least five of them were iden-
tified in the secretome by the shotgun proteins analysis. The

degradation of algae by AUG42 cellulases need still to be evaluated,
although the results suggest that this bacterium may provide available
carbon sources from algae, thus improving the sustainability and nu-
trient balance of the Antarctic ecosystem through the decomposition of
cellulosic materials. Finally, the enzymatic cocktail has biochemical
properties that deserve attention from an industrial point of view,
mainly as a resource for the biofuel industry.
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ANEXO

1. Medios de cultivo

Los medios de cultivo utilizados (M9, GS2, LB y Medio Ingenieria) se esterilizaron por calor
himedo en autoclave, durante 20 min a 121 °C (1,02 atm).

1.1 Medio de cultivo M9

Reactivo Cantidad
NacCl 0,5g
NH,CI 1g
KH,PO4 3g
Na;HPO,anhidro 6g
FeS04.7H,0 3E9g*
Soluciones traza** | 7,8 mL

H.0 Milli Ro

Cantidad suficiente para
(Cs.Pp)1L

*Reactivos agregados luego que el medio estaba listo, estéril por filtracién.
** Soluciones traza, ver Anexo Soluciones trazas utilizadas para 1L de M9 o GS2

1.2 Medio de cultivo GS2

Reactivo Cantidad
K,HPO, 0,5g
MgCl,.6H,0 058
KH,PO4 0,58
(NH4)2S04 0,58
MOPS 10,5¢g
Extracto de levadura 5g
Soluciones traza* 7,8 mL
H,0 Milli Ro CS.P. 1L

Se ajusté a pH 7,0.

* Soluciones traza, ver Anexo Soluciones trazas utilizadas para 1L de M9 o GS2
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1.2.2 Soluciones traza utilizadas para 1L de M9 ¢ GS2

Solucién Cantidad
CaCl, (10g/L) 775 uL
CuS04.5H20 (1g/L) | 2,5uL
ZnS04 (1g/L) 1,8 uL
Na2B.07(0.1g/L) 5uL
MnCl, (1g/L) 15,7 uL
CoCl, (1g/L) 7,1l
Na,Mo0Q,(1g/L) 4,3 uL
H,O Milli Ro 7 mL
1.31LB
Reactivo Cantidad
Triptona 10g
Extracto de levadura | 5¢g
NaCl 10g
H,O Milli Ro CS.P1L

*Para realizar LB-agar, se agregaron 15 g de agar.

1.4 Medio ingenieria

Reactivo Cantidad
KH,PO4 0,68
K2SO4 4,6¢g
(NH4),S04 0,68
MgS0..7H,0 2,48
H,O Milli Ro CS.P1L

El pH fue ajustado a 5,5 con HCI 4 M
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1.5 Medio Inéculo para S. cerevisiae

Reactivo Cantidad

Sacarosa 100 g

Extracto de levadura | 10 g

Peptona 20g

H,O Milli Ro CS.P1L
2. Buffers

2.1 Buffers de actividad

Las actividades enzimaticas (CMCasa, PASCasa y celobiasa) se midieron en soluciones de buffer
acetato de sodio, buffer mezcla o directamente, en Medio Ingenieria.

2.1.1. Buffer acetato de sodio 1 M pH 5,5

Reactivo Cantidad

Acido acético 0,152 mol

glacial, CH3COOH

Acetato de sodio, 0,848 mol

C2H3N302

H,0 Milli Ro CS.P1L
2.1.2 Buffer mezcla

Reactivo Cantidad

Acido acético 0,5 mol

MES 0,5 mol

Trizma base 1 mol

H,O Milli Ro CS.P1L

*El pH se ajusté con NaOH4 My HCL4 M, en el rango de 3,5a9,5.
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2.2 Buffer para electroforesis y zimogramas

2.2.1 Buffer de corrida 10 X

Reactivo Cantidad

Glicina 72g

SDS 5g

Trizma base 151¢g

H,O Milli Ro C.S.P 500 mL
2.2.2 Buffer de carga 4 X

Reactivo Cantidad

Trizma base 0,76 g

SDS lg

Azul de bromofenol 0,5mg

B-mercaptoetanol 1mL

Glicerol 10 mL

H,0O Milli Ro* C.S.P25mL

* El pH se ajustd a 6,8 con HCI 4 M, previo al ajuste de volumen final con agua.

2.2.3 Buffer Tris 1,5 M pH 8,8

Reactivo Cantidad
Trizma Base 27,23 g
H,O Milli Ro* C.S.P. 150 mL

* El pH se ajustod a 8,8 con HCl 4 M, previo al ajuste de volumen final con agua destilada.

2.2.4 Buffer Tris 0,5 M pH 6,8

Reactivo Cantidad
Trizma Base 6g
H,O Milli Ro* C.S.P. 100 mL

* El pH se ajustd a 6,8 con HCl 4 M, previo al ajuste de volumen final con agua destilada.
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3. Geles de poliacrilamida

3.1 Gel concentrador 6%

Reactivo

Cantidad (mL)

H,0 Milli Q 2,70
Acrilamida/bisacrilamida | 1,00
Tris 0,5 M pH 6,8 1,25
SDS 10 % (m/v) 0,05
APS* 10 % (m/v) 0,03
TEMED 0,005

* Persulfato de amonio

3.2 Gel separador 10 %

Reactivo

Cantidad (mL)

H,0 Milli Q 4,1
Acrilamida/bisacrilamida | 3,3
Tris 1,5 M pH 8,8 2,5
SDS 10 % (m/v) 0,1
APS 10 % (m/v) 0,05
TEMED 0,005

3.3 Gel con CMC 14% m/v

Reactivo Cantidad (mL)
H,O Milli Q 0,6
Acrilamida/bisacrilamida | 3,4

Tris 0,5 M pH 6,8 5,2

CMC 2 % (m/v) 0,7

APS 10 % (m/v) 0,05

TEMED 0,005
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4. Otras mezclas y soluciones

4.1 Solucidn de acrilamida/bisacrilamida

Reactivo Cantidad
Acrilamida 30g
Bisacrilamida 08¢g

H,O Milli Ro C.S.P. 100 mL

*La solucion se filtré con filtro de 45 um y se almacend a 4°C en frasco ambar.

4.2 PASC: Phosphoric acid swollen cellulose, sustrato de PASCasas

En un matraz de vidrio de 2 L se colocaron 1,5 g de avicel con 5 mL de H,O Milli Ro. Luego se
agregaron 75 mL de acido fosfdrico 85 % y se dejo agitando durante 3 h en campana de extraccion
de gases. La solucién se volvié translicida. Posteriormente, se trasvasd ese contenido lentamente
con agitacidén, a un matraz de 2 L conteniendo 375 mL de H,O Milli Ro. Se centrifugé a 10000 RPM
durante 35 min, se descarté el sobrenadante. Se agregd 375 mL de H,O Milli Ro, y se agité con vortex
para suspender y lavar el pellet. Se centrifugd y se descartd el sobrenadante. La operacidn de lavado
se repitid 3 veces para eliminar el acido. Por ultimo se suspendio el pellet en 200 mL de H,0 Milli Ro

y se ajustd el pH a 7 con solucién de NaOH 4M. Se guardé a 4 °C.

4.3. Reactivo DNS
En un vaso de bohemia de 2 L se disolvieron 16 g de hidroxido de sodio (NaOH) y 300 g de tartrato

de sodio y potasio (KNaC4sH406.4H,0) en aproximadamente 600ml de agua destilada.

Posteriormente se adicionaron 10 g de acido 3,5 dinitrosalicilico (DNS) y se colocé en agitador
magnético con calentador, controlando que la temperatura no fuera superior a los 50 °C. Cuando la
solucidon quedd homogénea, se aforé a 1 L con agua destilada. La solucidén se reservd en frasco

ambar, protegido de la luz.
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4.4 Tincidon con R-250
Solucién de tincidn

Reactivo Cantidad
H.0 Milli Ro 500 mL
Etanol 95 % v/v 400 mL
Acido acético glacial 100 mL
Azul Brillante de Coomassie R-250 lg
Solucién decolorante
Reactivo Cantidad
H.0 Milli Ro 500 mL
Etanol 95 % v/v 400 mL
Acido acético glacial 100 mL
4.5. Tincion con G-250
Solucion fijadora
Reactivo Cantidad
Etanol absoluto 30 mL
Acido fosféfico 85 % v/v | 2,37 mL
H>0 Milli Ro C.S.P. 100 mL

Solucion de tincion

Reactivo Cantidad

Metanol 18 mL

Sulfato de amonio, | 17 g
(NH4)2S04

Acido fosfofico85 | 2,37 mL
% v/v
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Azul de coomasie 0,05g
G-250

H20 Milli Ro C.S.P. 100 mL

Solucién de decoloracién

Reactivo Cantidad

Metanol 35mL

Acido acético glacial | 2 mL

H.0 Milli Ro C.S.P. 100 mL

5. Curvas de calibracion

5.1 Glucosa por el método de DNS

Se trabajo con una cantidad variable y conocida de glucosa en el rango de 0 a 3 x 10 umol.

Se mezclaron 100 pL de la solucién de glucosa con 100 pL de DNS. Se colocé en bafio de agua en
ebullicién durante 10 min, y se detuvo la reaccidén en hielo. Luego se colocé todo el volumen (200
pL) en pocillos de placa de ELISA (de 96 pocillos), y midid la absorbancia a 550 nm. Se realizé el
ensayo por triplicado, y se calculé el promedio de los valores con su respectivo desvio estandar. A
cada uno de los valores se les restd el promedio del “blanco” (valor de absorbancia de 0 umol de
glucosa) y se graficaron los valores obtenidos. Se realizd una linea de tendencia lineal, con la
respectiva ecuacion de recta que se utilizd para extrapolar los valores de absorbancia desconocida

a cantidad de glucosa (Figura Anexo 1).
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Figura Anexo 1. Curva de calibracién, utilizando la glucosa como azlcar reductor. La ecuacion de la
recta que respalda la regresidn lineal realizada muestra un Rsquare= 0,993 y la ecuacién de la recta
obtenidaesY =4,138 x-0,07251

5.2. Etanol por GC-FID

Se realizd una curva de calibracién utilizando tres réplicas para cada concentracion de etanol,
manteniendo una concentracién constante de 1-butanol.

Se grafico el drea promedio de los cromatogramas obtenidos, dividido el area de 1-butanol, en
fucidn de la concentracidn de etanol (ver Figura anexo 2). A partir de una regresion lineal se
obtuvo una ecuacién de recta que permitid extrapolar la concentracidén de etanol presente en las

muestras de fermentacion.

133



[EtOH] Tiempo ret. = Prom. Area + | [1-butanol] | Tiempo ret. Prom. Area +
(g/L) desvest desvest (g/L) . desvest
(min)
(min)
1,25 3,477 + 0,001 (8+1)E3 10 8,216 + 0,001 1,6 + 0,1 E5
2,5 10 8,25+ 0,07 1,9+0,1E5
3,478 £ 0,006 (2,0+£0,3) E4
5 10 8,26 £ 0,07 1,9+0,2E5
3,479 £ 0,009 (5,0+0,5) E4
10 10 8,26 £ 0,09 1,160 £ 0,002
ES
3,49 + 0,01 (7,0+0,5) E4
15 3,49 +£0,01 (2,0 £0,06) 10 8,26 £ 0,06 1,920+ 0,009 E5
ES
1.0
- E 0.8
5 S
i 3 0.6+
% -
g B 0.4
&8
<< 0.2
0.0 T T T 1
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[EtOH] (g/L)

Figura Anexo 2. Curva de calibracién, utilizando etanol en distintas concentraciones y 1-butanol
como estandar interno. La ecuacidn de la recta que respalda la regresion lineal realizada muestra
un Rsquare=0,9982 y la ecuacion de la recta obtenida es Y = (0,06252 + 0,001529)x - 0,02807
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