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1. Resumen

Las enzimas son biocatalizadores eficientes que se investigan para su uso a escala
industrial. Seglin Business Communication Company (BCC) Research, se prevé que el
mercado global de enzimas aumente de $ 5.01 mil millones en 2016 a $ 6.32 mil millones
en 2021, con tendencias del mercado que predice un cambio hacia una mayor produccion
de enzimas para las industrias textiles, del papel, el cuero y las biorrefinerias (Chapman,
Ismail y Dinu, 2018). Se estima que tales proyecciones de mercado son en gran medida
impulsadas por el desarrollo de procesos en la produccién enzimatica de biocombustibles
gue han crecido en Ultimas décadas. Este interés estda motivado por el enorme potencial
gue tiene la biomasa lignoceluldsica para la generacién de energia y bio-productos y la
reduccion de la dependencia de materias primas no renovables, lo que conduce a una

reduccién de las emisiones de gases de efecto invernadero (Silva, Vaz y Filho, 2018).

Es en este contexto que surge el concepto de biorrefineria, en la que se busca agregar
valor a la biomasa lignoceluldsica. Sin embargo, la etapa de hidrélisis enzimatica de la
lignocelulosa estd en desarrollo ya que existen dificultades operacionales, como
resultado el proceso general es muy costoso vy se refleja en el precio del producto, lo que
reduce la competitividad en el mercado. Por lo tanto, adn se necesita mucha
investigacion para mejorar la viabilidad operacional y financiera de este proceso. Una de
las vias es mejorar la etapa de hidrélisis enzimatica a través de la eficiencia de la enzima
y la reduccion del costo de produccién de ésta (Kumary Sani, 2017). En particular, dentro
del sistema de enzimas degradadoras del material lignoceluldsico, las xilanasas y celulasas

tienen una importancia significativa en esta y otras industrias.

En la presente tesis se contribuyd a la valorizacion de residuos lignoceluldsicos mediante
la aplicacion de enzimas xilanasa y celulasa producidas a partir de microorganismos
nativos. De acuerdo a los objetivos propuestos en esta tesis, se realizaron aislamientos
de microorganismos a partir de diferentes partes (ramas, corteza y hojas) de un arbol de
Eucalyptus globulus. Sobre todos los microorganismos aislados (bacterias y hongos) se
realizé un cribado cualitativo de actividades xilanasa y celulasa. Luego de seleccionar los
microorganismos que se mostraron positivos a estas actividades se llevd a cabo un
andlisis cuantitativo de las actividades xilanasa y celulasa producidas en los
microorganismos aislados. De esta forma se seleccionaron los microorganismos que
presentaron una mayor actividad enzimatica. Estos microorganismos fueron

identificados mediante observacion macroscépica y microscopica y andlisis moleculares.

Posteriormente, se realizd un estudio de la variacion de la produccion de las actividades
xilanasa y celulasa en cada microorganismo seleccionado a través del tiempo de

incubacion y utilizando diferentes medios de cultivo. Con los resultados obtenidos se
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profundizo en el estudio de la actividad xilanasa producida por una cepa de Bacillus, una
de Pseudozyma y una de Penicillium. Para ello se realizd la purificacion parcial de las
enzimas a partir de los cultivos de los microorganismos. Las xilanasas parcialmente
purificadas se caracterizaron en relacion a su temperatura éptima, pH éptimo y en cuanto

a los productos de hidrdlisis del xilano de haya.

Por ultimo se analizd la hidrdlisis de corteza deslignificada de Eucalyptus dunnii mediante
las xilanasas parcialmente purificadas producidas por Bacillus sp. EBV 12-22 vy
Pseudozyma sp. EBV 97-87. El material vegetal resultante se estudid mediante
microscopia electrénica de barrido. También se realizd el andlisis quimico del mismo vy
del sobrenadante con el fin de evaluar los productos de biotransformacién obtenidos a
partir de la hidrdlisis enzimatica y alcanzar de esta forma datos para una posible
aplicacién de las enzimas. A partir de los resultados obtenidos en este estudio se procedio
a evaluar la aplicacion de la enzima xilanasa producida por la levadura Pseudozyma sp.
EBV 97-87. Para ello se realizd la hidrélisis enzimatica de la corteza deslignificada y la
xilosa obtenida como principal producto de hidrdlisis se utilizd para la produccion de
xilitol mediante la fermentacion por una levadura, Wickerhamomyces anomalus Z1. Por
otro lado el material remanente de la hidrolisis con xilanasa se utilizo para la estudio de

la produccién de etanol B2G.

Los resultados obtenidos en la presente tesis permiten contribuir al desarrollo de
conocimiento, técnicas biotecnoldgicas y de analisis para ser aplicados sobre diferentes
biomasas lignoceluldsicas en busqueda de su valorizacion mediante la obtencion de

productos de mayor valor agregado.



2. Introduccién y marco tedrico

2.1.Situacion forestal en Uruguay

A partir de la aplicacion de la ley forestal en el afio 1987, el sector forestal ha mostrado
un continuo crecimiento en las exportaciones, situandose para el afio 2016 en 1.512.856
miles de ddlares el total de exportaciones de productos forestales (Boscana y Boragno,
2017). La produccién de plantas del género Eucalyptus, han sido las mayoritarias desde

1991 hasta la actualidad (Figura 1) al igual que la extraccion de maderas (Figura 2).
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Figura 1- Produccion de plantas segin género por los afios relevados (Boscana y Boragno, 2017).
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2.1.1. Elgénero Eucalytpus

El Eucalyptus es un género de arboles de madera dura, originarios de Australia. En la
actualidad se distribuye globalmente en las areas templadas y debido a su alta tasa de
crecimiento y la pequefa longitud de sus fibras es de gran interés en la produccion de
celulosa para papel fino a partir del proceso de pulpeo quimico (Gellerstedt, Ek vy
Henriksson, 2009). Existen alrededor de 700 especies de Eucalyptus y en Uruguay fue
introducido por el empresario Thomas Tomkinson en la década de 1830, al traer las
semillas y plantarlas en su campo en la zona de Paso de la Arena convirtiéndose en los
arboles mas comercializados del pais (Askey, no date). Segun datos de 2016, en nuestro
pais la especie Eucalyptus dunnii representa el 58.5% del total de plantines de Eucalyptus
producidos, seguido de E. grandis con un 28.5%, E. benthamii con un 6.4%, E. smithii con
un 1.1% v E. globulus ssp. globulus con un 0.8% (Boscana y Boragno, 2017). En Uruguay,
la utilizacién de la madera de Eucalyptus estd destinada principalmente a la produccién

de pulpa de celulosa (Doldan, Farifia y Tarigo, 2008).

2.1.2. Residuos forestales

La extraccién de madera para sus diferentes usos (para aserradero, para la produccion
de pulpa, entre otros) conlleva a la generacién de residuos. Estos pueden dividirse en dos
clases: los que proceden de la recoleccién y extraccion de los montes y los que generan
las propias industrias forestales durante el proceso de fabricacidon de madera, tableros

contrachapados, tableros de particulas, produccion de pulpa (FAO, 1991).

De 100 toneladas de madera comercial producidas, se calcula que se generan 64
toneladas de residuos (corteza, ramas y madera no comercial) (Mantero, Fernandez y
Ros, 2008; Reina et al., 2016). Estos residuos son considerados valiosos y posibles
recursos como materia prima para la produccién de energia u otros productos
relacionados (FAO, 2014). Estos residuos forestales, junto con los residuos de la
agricultura y los pastos, constituyen la biomasa lignoceluldsica siendo este el recurso

organico renovable mas importante del planeta (Hadar, 2013).

2.2.Composicion  quimica del material
lignoceluldsico lefloso

Las células vegetales estan recubiertas por la pared celular; en algunos tipos celulares,
como es el caso del material lignoceluldsico lefioso, esta pared esta compuesta por la
pared primaria (formada por una capa) y las paredes secundarias (formada de 2 a 3
capas). A su vez, las células estan conectadas entre si por la region de laminilla media

intercelular (Gellerstedt, Ek y Henriksson, 2009). En la Figura 3, se muestra un modelo
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tipico de la organizacién de la pared celular. Estd compuesta estructuralmente por tres
polimeros principales: celulosa, hemicelulosas y lignina. En términos simplificados, la
celulosa forma un esqueleto que esta rodeado por las hemicelulosas y la lignina. Desde
el punto de vista quimico los dos primeros son polisacaridos, mientras que la lignina es
un polimero aromatico de origen fendlico. La presencia y concentracion de los polimeros
en las paredes celulares dependen de la ubicacién de la célula en el vegetal, la especie y

la etapa de crecimiento (Isikgor y C. Remzi Becer, 2015).

Figura 3- Diferentes capas de la pared celular vegetal. ML: Laminilla media; P: pared primaria; S1,2,3: pared secundaria
y las respectivas capas; W: capa verrugosa. La flecha indica la direccion de las microfibrillas de celulosa en la pared
secundaria (Gellerstedt, Ek y Henriksson, 2009)

En el caso de material lignoceluldsico lefioso, la region de la laminilla media es rica en
lignina (ML) (Figura 3). Si bien el contenido de lignina de esta laminilla es alto, debido a

gue la capa es delgada solo el 29-25% de la lignina total esta presente en esta capa.

La pared primaria (P) forma la capa externa de la célula y estd compuesta por
microfibrillas de celulosa orientadas al azar junto con las hemicelulosas y otros

polisacaridos presentes en menor medida conocidos como pectinas (Figuras 3).

La pared secundaria estd compuesta de 2-3 capas conocidas como capas S1, S2 y S3, las
capas S1y S3 son comparativamente delgadasy la capa central S2 forma la parte principal
de la pared celular. Esta Ultima es de una importancia primordial debido a su grosory a
la orientacion casi vertical de las microfibrillas de celulosa, que confiere a las células
lefiosas resistencia e imparte las principales propiedades mecanicas v fisicas del material
lignoceluldsico. Esta capa de la pared secundaria contribuye entre el 80 y 90 % del total
de la pared y tiene diferentes cantidades de celulosa, hemicelulosa y lignina (Gellerstedt,
Ek y Henriksson, 2009; Wertz, Bédué y Mercier, 2010).



2.2.1. Lignina

Como se explicd en la seccion anterior, el material lignoceluldsico estd compuesto
principalmente por celulosa, hemicelulosa y lignina. Después de los polisacaridos de
celulosa y hemicelulosa, la lignina es el polimero organico mas abundante en el reino
vegetal. Tiene la estructura mas compleja entre los polimeros de origen natural con una
mezcla de restos aromaticos y alifaticos. No es un polimero lineal como la celulosa o un
polimero ramificado como las hemicelulosas o la pectina, sino una red tridimensional,
con los mondémeros (los bloques de construccién) (Figura 4) conectados con varios
enlaces éteres (C-O-C) diferentes y enlaces carbono - carbono (C-C) obtenidos a partir de

reacciones radicalarias, que se distribuyen aleatoriamente (Timell, 2004).

Las ligninas se forman por la polimerizacién de tres mondmeros (propilfenoles)
principalmente, alcohol p-cumarilico, alcohol coniferilico y alcohol sinapilico. Su
diferencia radica en el numero de grupos metoxilo en el anillo (Figura 4). La estructura
de la lignina de las maderas duras se la conoce como siringil-guayacil (S-G) lignina, y
contiene principalmente unidades de alcohol coniferilico (G) y sinapilico (S). La sintesis de
este polimero se realiza mediante reacciones radicalarias catalizadas principalmente por
enzimas oxidorreductasas presentes en el vegetal. Como la mayoria de los enlaces que
se forman en el polimero son de tipo éter, con el oxigeno proveniente de los hidroxilos
fendlicos, al final, solo aproximadamente el 10 % del polimero tiene residuos fendlicos
(Gellerstedt, Ek y Henriksson, 2009) (Figura 5).
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Figura 4- Mondmeros de lignina. Propil fenoles (Gellerstedt, Ek and Henriksson, 2009)
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Figura 5- Estructura sugerida de lignina de maderas duras

La lignina tiene varias funciones en la planta. Una muy importante es la de actuar como
un cemento que fija a los polisacaridos de la pared vegetal, proporcionandole a las fibras
su rigidez, y actuando en su conjunto como soporte mecanico para que el arbol pueda
desarrollar las ramas vy el follaje y permitiéndole competir por mas luz solar. Ademds tiene
la capacidad de adherir las células entre si, al estar presenten en la laminilla media. Por
otro lado, la estructura de la lignina y su forma de recubrir el material, hace a la pared
vegetal hidrofdbica, requisito necesario para un eficiente transporte de nutrientes y agua.
Por dltimo, la lignina tiene un rol fundamental en la proteccién del arbol contra la
degradacién microbiolégica debido a que forma una capa muy compacta sobre los
polisacaridos impidiendo el ingreso de las enzimas extracelulares microbianas para la
degradacién de los azucares (Figura 6). Sin embargo, algunos hongos y bacterias logran
degradar la lignina eficientemente debido a que han desarrollado sistemas enzimaticos

formados principalmente por oxidasas y peroxidasas (Hadar, 2013; Bertrand et al., 2016).

La concentracion y estructura de la lignina difiere segun las partes del arbol y el grado de
lignificacién es dependiente de la edad del mismo. Por otra parte, al estar tan asociada a
los polisacaridos es muy dificil obtener la lignina aislada en su forma nativa lo cual hace
dificil la determinacién del peso molecular y el conocimiento de su estructura real
(Gellerstedt, Ek and Henriksson, 2009).
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Figura 6- Asociacion de la lignina con los diferentes polisacaridos dentro de la pared celular vegetal (Gellerstedt, Ek
and Henriksson, 2009)

2.2.2. Celulosa

El principal componente de las células vegetales de todas las plantas es la celulosa, este
hecho junto con la gran abundancia del material vegetal en la tierra, hacen de la celulosa
el biopolimero mas abundante del planeta. Este polimero tiene una gran simpleza
estructural ya que esta constituida por cadenas largas y sin ramificaciones de glucosay
exhibe varias propiedades de gran interés cientifico y tecnoldgico (Ramawat y Mérillon,
2015). Siguiendo el ejemplo de la madera como material compuesto, la celulosa serian

las fibras que le dan la fuerza y estructura al material.

la celulosa se la puede describir desde diferentes niveles estructurales. Como
estructura primaria, las cadenas lineales formadas por unidades de [B-glucopiranosa
unidas por enlaces glicosidicos 124 y con grado de polimerizacién alto, de
aproximadamente 15000 residuos de glucosa por cadena. En la cadena, cada unidad de
glucosa se rota 180 ° respecto a la proxima. En la Figura 7 se muestra la numeracion de
los carbonos de la glucosa en el anillo, se observan dos oxigenos unidos al C1,
sustituyentes hidroxilo en los carbonos C2, C3 y un oxigeno unido al C4, en el C5 hay un
sustituyente metil-hidroxilo. Las posiciones C1 y C4 estan involucradas en la unién de dos
monosacdridos para la formacion de la cadena. Los diferentes C1 corresponden a una
union acetal a lo largo de la cadena excepto el extremo derecho que corresponde a un
carbono hemiacetal con propiedades reductoras. Este extremo se lo conoce como
extremo reductor, corresponde a un grupo hemiacetal no sustituido, por el otro lado, el

extremo izquierdo se lo conoce como extremo no reductor (Wertz, Bédué y Mercier,



2010). Dentro de la estructura secundaria se destacan los enlaces de hidrogeno
intramoleculares (03-H>05' y 06>H-02') que estabilizan los enlaces glicosidicos y
dejan rigida la estructura. También hay enlaces de hidrégeno entre dos cadenas
adyacentes (06-H—>03') (Figura 7) (Pinkert et al., 2009). Esta disposicion mantiene a la
red plana y permite que las cadenas paralelas formen una “hoja de celulosa”
interaccionando entre ellas por fuerzas débiles de van der Waals entre las partes mas
“apolares” del anillo que corresponderian a los dtomos de carbono. Al unirse estas hojas
de celulosa se pueden formar dos tipos de cristales distintos en la celulosa natural, los
cuales se denominan, celulosa la e IB. La diferencia entre ellos se debe a la forma en que
se apilan los residuos de glucosa de las diferentes ldminas y si existe o no un
desplazamiento en la posicién de las cadenas en las [dminas de celulosa adyacentes.
Como se observa en la Figura 8, la tercera ldmina se puede desplazar en la misma
direccidon que la segunda, formando celulosa la 0 en la direccién opuesta, formando
celulosa IB. Ambos tipos de cristales co-existen en la celulosa (Gellerstedt, Ek vy
Henriksson, 2009; Wertz, Bédué y Mercier, 2010).

Figura 7- Enlaces de hidrégeno intra e inter — moleculares en la celulosa (Pinkert et al., 2009)
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Figura 8- Cadenas de celulosa, apiladas en |a parte superior e inferior. La estructura izquierda es celulosa la. y la derecha
es celulosa I (Gellerstedt, Ek y Henriksson, 2009).

Las largas hojas de celulosa, forman microfibrillas, una estructura fibrilar rigida, insoluble
y cristalina. En las microfibrillas, las partes cristalinas se acompafian con regiones amorfas

menos estructuradas (Hearle, 1958).



El alto grado de polimerizacion, las interacciones entre las cadenas, y la organizacion en
microfibrillas le otorgan a la celulosa sus inusuales propiedades dentro del resto de los
polisacdridos. Estas serfan su gran fuerza como material, su insolubilidad en agua en
condiciones fisiolégicas (a pesar de la gran cantidad de grupos hidroxilos) y la resistencia

a la derivatizacion quimica (Arenas-Cardenas et al., 2017).

2.2.3. Hemicelulosa

Las hemicelulosas son uno de los componentes mayoritarios de la madera, entre un 16y
un 35 % del peso seco. Son el segundo polisacdrido mas abundante de la naturaleza, luego
de la celulosa y también se lo considera un carbohidrato estructural, ya que se encuentra
en la pared celular formando la matriz donde se localizan las fibras de celulosa y la lignina.
Ademds de encontrarse en la madera al igual que la celulosa, las hemicelulosas se
encuentran en pastos, cereales y algunas plantas primitivas, pero varian en su
composicion y estructura (Kumar y Sani, 2017). En general las hemicelulosas son
heteropolisacaridos formadas principalmente por hexosas (glucosa, manosa o galactosa)
y/o pentosas (xilosa o arabinosa), en algunos casos se encuentran deoxi-azUcaresy acidos
urénicos. Como se observa en la Tabla 1, donde se detallan las estructuras de los
principales tipos de hemicelulosas, muchos de los azlcares estan acetilados. Las
hemicelulosas forman enlaces de hidrégeno con la celulosa y enlaces covalentes con la
lignina (principalmente uniones a-bencil-éter y enlaces éster) (Gatenholm y Tenkanen,
2003).

En general, la estructura principal de las hemicelulosas es una cadena de residuos de
azUcares en su forma piranosa, unidos por enlaces B1-2>4 y esta mas o menos sustituido
por pequefias ramificaciones. Su grado de polimerizacion (DP) es menor que el de la
celulosa, siendo de aproximadamente 200 unidades. Por otra parte, debido a su
estructura de heteropolisacarido, con la existencia de ramificaciones y sustituyentes, la
estabilidad térmica y quimica de la hemicelulosa es menor que la de la celulosa
(Mussatto, 2016). Presentan, al igual que la celulosa, extremo reductor y no reductor de

la cadena principal.



Tabla 1 - Principales tipos de hemicelulosas en maderas duras y blandas (Girio et al., 2010).

Tipo de polisacarido Origen Cantidad Cadena Sustituyentes Tipos de | DP Representacion esquematica
principal unién
Arabinogalactano Madera blanda | 1-3;35 B-D-Galp B-D-Galp B-(1->6) 100-600
o-L-Araf a-(123)
B-D-Arap B-(1>3)
Xiloglucano Madera dura, | 2-25 B-D-Glep B-D-Xilp B-(1>4)
pastos B-D-Xilp B-D-Galp a-(123)
o-L-Araf B-(1=>2)
a-L-Fucp a-(122)
Acetil a-(122) Ac
Galactoglucomanano Madera blanda 10-25 B-D-Manp B-D-Galp a-(1-2>6) 40-100
[-D-Glcp Acetil Ac

AL

Glucomanano Maderas 2-5 B-D-Manp 40-70 . . . . {

blandas y duras [-D-Glcp
Glucuronoxilano Maderas duras | 15-30 B-D-Xilp 4-0-Me-a.-D- a-(12>2) 100-200 Me
GlcpA
Acetil

At




Arabinoglucuronoxilano Pastos, cereales | 5-10 B-D-Xilp 4-0-Me-o.-D- a-(122) 50-185 M @
y maderas GlcpA a-(123) ©
blandas B-L-Araf S Xy
P ¢
75
Arabinoxilano Cereales 0.15-30 B-D-Xilp a-L-Araf a-(12>2) @
Feruloil o-(1-2>3) Acido
ferdlico
\ &3 Te—)
3¢
Xy
Glucuronoarabinoxilano Pastos y | 15-30 B-D-Xilp o-L-Araf a-(122) @
cereales 4-0-Me-o.-D- a-(123) Me A
GlcpA A 35 <
S K
35
Homoxilano Algas B-D-Xilp ‘;;\\{, e e e {
4 4 3 %3 )

‘if("—g B-D-Xil p = D-xilosa en forma piranosa, 3 configuracién del

hidroxilo anomérico
a-L-Fuc p= L-fucosa en forma piranosa,
o configuracion del hidroxilo anomérico

-D-Gal p= D-galactosa en forma piranosa, B configuracion del
hidroxilo anomérico

B-D-Glc p= D-glucosa en forma piranosa, 3 configuracion del
hidroxilo anomérico

B-D-Man p= D-manosa en forma piranosa, 3 configuracion del
hidroxilo anomérico

Me

Ac—

B-L-Ara f =L-arabinosa en forma furanosa, § configuracion del

hidroxilo anomérico
B-L-Ara p=L-arabinosa en forma piranosa, § configuracion del

hidroxilo anomérico

4-0-Me-a-D-Glc pA =4-0O-Metil- a—D-4cido glucurdnico en forma
piranosa, a. configuracion del hidroxilo anomérico

Acetilo = grupo acetilo

Acido ferulico = grupo sustituyente
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2.2.3.1. Xilano

Los glucuronoxilanos, o mas comunmente denominados xilanos, son el tipo de
hemicelulosa mads relevante junto con los glucomananos ya que son ubicuos en las
plantas. Tienen una cadena principal de residuos de f1->4 -D-xilopiranosido (Girio et al.,
2010). La mayoria de los xilanos de madera dura, tienen como grupo lateral, dcido 4-O-
metil-D-glucurdnico (MeGlcA), unido por enlace o - (122) a la cadena de xilano y
contienen ademads grupos acetilos. Como se observa en la Figura 9, la hemicelulosa
presente en el género Eucalyptus es principalmente O-acetil-(4-O-metilglucurono) xilano.
En promedio hay un acido 4-O-metil glucurdnico cada 8-20 residuos de xilosa y la cadena
principal estd parcialmente acetilada. Se han reportado pesos moleculares de entre 5.600
a 40.000 Da y un grado de polimerizacién de entre 100 y 220 unidades. Los grupos
acetilos estan en general en las posiciones C2 y C3 y el grado de acetilacién es variable
(Evtuguin et al., 2003; Vega et al., 2015).
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HO,C

— 4-B-D-Xylp-1 —  4B-D-Xylp-1 —= 4-B-D-Xylp-1 —=
2

f
1
4-O-Me-a-GlcAp

Figura 9- Representacion de la estructura del xilano de Eucalyptus (Vega, 2017).

Debido a la existencia de estas ramificaciones, no es posible un arreglo molecular

cristalino, como en el caso de la celulosa (Gellerstedt, Ek y Henriksson, 2009).
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2.3. Biorrefinerias

2.3.1. Productos comercializados a partir de material
lignocelulodsico

La madera es una materia prima versatil y tiene una inmensa importancia para la
humanidad como fuente de energia, material de construccion y los productos obtenidos
a partir de pulpa de celulosa como el papel. El uso de madera (y otra biomasa) para la
obtencion de productos quimicos es, sin embargo, una industria incipiente con un
volumen de produccion bastante moderado ya que el petréleo constituye hasta hoy un
material de partida excelente y versatil para la industria quimica y de polimeros. Solo en
algunas areas especificas, los productos quimicos a base de biomasa lignoceluldsica han
podido competir exitosamente con los derivados del petrdleo. El mas importante de
estos es el Lyocell, es el nombre genérico de una fibra de celulosa que se utiliza para
realizar prendas de vestir. Se obtiene mediante un proceso de disolucion de la fibra de
celulosa, en un disolvente (mezcla de agua y otros productos quimicos como N-
metilmorfolina), posteriormente esta solucion se filtra y se hila en un bafio de
coagulacién para formar las fibras. En el proceso se recupera el solvente para su posterior
uso (Ramawat y Mérillon, 2015). En algunas fabricas donde se utilizan los procesos sulfito
y kraft, la lignina disuelta se recupera por evaporacion o precipitacion y se procesa en
productos como agentes dispersantes. De las fabricas con proceso kraft de madera
blanda, los extractivos volatiles se recuperan como trementina, mientras que la parte

restante de los extractivos forman el llamado tall oil.

Se desprende entonces que debido a su estructura quimica, de la biomasa lignocelulésica,
se podrian obtener una infinidad de posibles productos quimicos (Isikgor y C. Remzi
Becer, 2015). A pesar de los posibles beneficios del uso de lignoceluldsicos, la conversion
de la biomasa es un gran desafio. El material lignoceluldsico ha evolucionado para resistir
la degradacidon enzimatica y quimica. Por lo que para cambiar las propiedades fisicas y
quimicas de la matriz lignoceluldsica, es necesario realizar pretratamientos sobre este
material. Estos procesos son costosos econdmica y energéticamente, entonces en la
actualidad se estan llevando a cabo extensas investigaciones en todo el mundo para

abordar estas dificultades (Isikgor y C. Remzi Becer, 2015).

2.3.2. Concepto de biorrefineria

El uso de los diferentes componentes de la biomasa para la obtencion de distintos
productos de alto valor comercial ha sido reconocido como la estrategia mas promisoria
para maximizar el valor derivado de dicha materia prima y para crear nuevas industrias.

Este enfoque integrado surge a finales del siglo XX, se conoce como biorrefineria y
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representa una pieza clave hacia la sustentabilidad (Mussatto, 2016). Segun la Agencia
de Energia Internacional (IEA) la biorrefineria se define como el procesamiento de
manera sustentable de biomasa para lograr su conversion en una variedad de productos
bio-compuestos (comida, sustancias quimicas, materia prima) y bioenergia
(biocombustibles, calor) (International Energy Agency, 2009). Con el fin de identificar los
productos mds prometedores, o con mayor potencial econdmico para una biorrefineria,
se deben considerar varios factores, por ejemplo, precio, composicion y disponibilidad de
materia prima; precio de la energia; el pretratamiento de biomasa elegido; necesidades

del mercado; y condiciones regulatorias, entre otras.

A lo largo de su corta historia, se ha intentado clasificar a las biorrefinerias de diferentes
formas, pero hoy dia la mds aceptada es la de dividirla en dos categorias, dependiendo
del tipo principal de producto (energético o no energético) obtenido a partir de la

biomasa (Jungmeier et al., 2015; Kumar y Sani, 2017).

Biorrefineria DIRIGIDA A LA ENERGIA: donde la biomasa se usa principalmente para
producir biocombustibles de transporte, energia y / o calor, y los subproductos del
proceso se venden como alimento o se modifican minimamente a productos de mayor

valor agregado para proporcionar un beneficio ambiental y econémico adicional.

Biorrefineria DIRIGIDA A LOS PRODUCTOS: donde la biomasa se fracciona en multiples
sustancias quimicas o materiales con alto valor agregado, y los subproductos resultantes
se procesan o utilizan para proporcionar calor y / o energia (para la venta o para uso
interno de la fabrica). A través de este enfoque en cascada, es posible obtener el mayor

valor econdmico de la biomasa.

En la Figura 10 se muestra una representacion de la piramide de valor de los productos
gue se podrian obtener de la biomasa. Aquellos dirigidos a la salud humana van a ser los
de mayor valor agregado. Por otro lado, la produccién de energia, si bien se pueden

obtener grandes cantidades, es menos rentable econdmicamente.
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Figura 10- Pirdmide de valor de diferentes aplicaciones de la biomasa (International Energy Agency, 2009).

El enfoque en la investigacidn para cada tipo de biorrefineria es diferente (Figura 11). Por
un lado, la investigacion en la biorrefineria dirigida a la produccién de combustibles
tiende a evaluar un gran niumero de tecnologias distintas para producir pocos o un unico
producto previamente identificado, es decir, la investigacion de biocombustibles es
convergente. La tecnologia para un proceso de produccién de combustible se estudia y
se descarta o no en favor de procesos mas econémicos. Por lo tanto, la identificacion del

producto conduce a la eleccidon de la tecnologia.

Si los productos quimicos se incluyen como parte de la cartera de la biorrefineria, la

cantidad de productos posibles aumenta, lo que se explica cémo un estudio divergente.

Esta eleccion de productos quimicos a producir en la biorrefineria enfrenta dos desafios
principales (1) la falta de tecnologias de conversion universales que se adapten a las
diferentes biomasas. (2) La produccién de bio-productos es cuestionada por un exceso
de objetivos. Esto significa que, como se explicod anteriormente, el potencial de productos
posible a obtener es muy grande, por lo tanto se deben evaluar cuales son los productos

mas beneficiosos y las necesidades para su desarrollo.

Entonces el desafio consiste en identificar las estructuras que se obtendrian mas
facilmente a partir de un proceso de conversion determinado, en lugar de intentar obligar
a un proceso de conversion a ajustarse a una estructura previamente identificada (Figura
11). Varias agencias como el departamento de energia de Estados Unidos o la Comisidn
Europea (Bozell & Petersen, 2010; E4tech, Re-Cord, & Wur, 2015; Werpy & Petersen,

14



2004) han realizado la seleccién de productos y tecnologias teniendo en cuenta

diferentes criterios que se listan en la tabla 2.

Combustibles Tecnologia 1 1 sélo producto (ej: EtOH)
(Convergente) Tecnolog|la 2
Tecnologia 3

Sustancias Producto 1

quimicas 1 Tecnologia Producto 2

(Divergente) Producto 3

Etc.

Figura 11- Investigacidn en combustibles y sustancias quimicas a partir de biomasa

Tabla 2- Criterios de evaluacién de oportunidades para el desarrollo de tecnologias y productos de interés en
biorrefinerias a partir de carbohidratos. Adaptado de (Bozell & Petersen, 2010).

Criterios de seleccidn

El compuesto o tecnologia ha recibido una atencién significativa en la literatura.

El compuesto se obtiene a partir de una tecnologia aplicable a multiples productos.

La tecnologia proporciona sustitutos directos para sustancias petroguimicas

existentes.

La tecnologia es aplicable a productos que se obtienen en grandes cantidades.

El compuesto sirve como material de partida para la produccion de variados derivados

ofreciendo una gran flexibilidad y amplitud a la biorrefineria.

Estd en vias de desarrollo el pasaje a escala piloto, demostracion o comercial del

producto o la tecnologia.

La investigacién conduciria a mejoras en la produccién o nuevos usos de productos

existentes mejorando su utilidad.

Los criterios citados anteriormente se fijaron teniendo en cuenta diferentes factores
como los procesos, la economia, la viabilidad industrial, el tamafio de los mercados vy la
capacidad de un compuesto para servir como plataforma para la produccién de derivados
(Bozell y Petersen, 2010).
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2.3.3. Principales productos a obtener a partir de
azucares

En 2004 el Departamento de Energia de Estados Unidos (DOE) selecciond, en base a los
criterios descritos anteriormente, una lista de doce productos quimicos derivados de
azUcares (Tabla 3). Estos doce “bloques de construccién” o productos intermediarios, son
moléculas con multiples grupos funcionales que se pueden convertir posteriormente en

una serie de productos quimicos o materiales de alto valor (Werpy y Petersen, 2004).

Esta lista de productos de interés no busca ser una lista invariable, sino que la intencién
de su realizacion fue catalizar la identificacion y el desarrollo de las tecnologias necesarias

para la sintesis de los multiples productos de la lista.

Tabla 3- Vias actualmente utilizadas o potenciales para obtener los doce productos de mayor interés segtn la DOE. F =
fermentacion, Q = quimica, B = biotransformacion. El subindice ¢ = comercializado (en 2004).

Azlcar del Producto Formas de produccién (c-
que deriva Comercializado)
C5, C6 1,4-diacidos (succinico, fumarico y malico) F
C6 acido 2,5-furano-dicarboxilico Q
C5, C6 acido 3-hidroxipropionico F
C5, C6 acido aspartico F/B
C6 4cido glucdrico F/Q
C5 acido glutamico Fc
C5 acido itacdnico Fc
C5 acido levulinico Q
C5, C6 3-hidroxibutirolactona Q
Cs5, C6 glicerol F/Qc
Cc6 sorbitol F/Qc/B
C5 xilitol / arabinitol F/B/Qc

Desde el reporte original de la DOE otros autores han incluido un nimero mayor de
productos de interés como el etanol, butanol, acetona, el acido lactico y furfural. Por otro
lado, quitaron de la lista a otros que no lograron en esos afios desarrollarse y ganar

importancia, como el caso del acido glucérico (Bozell & Petersen, 2010).
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La mayoria de los productos citados en la Tabla 3 son obtenidos en general mediante
transformaciones bioldgicas de los azlcares provenientes de la biomasa, pero las
transformaciones quimicas predominan en la conversién de estos intermediarios a otros

productos de mayor valor (Werpy y Petersen, 2004).

Las principales barreras técnicas existentes en la obtencion de los productos
intermediarios mediante procesos biolégicos son, la necesidad de mejorar el
biocatalizador microbiano para reducir los co-productos de fermentacién como los acidos
organicos, aumentar los rendimientos y las productividades y por otro lado, reducir los
costos del proceso de recuperacién de los productos. Por ultimo, seria necesario también
solucionar problemas de escalado e integracion de las diferentes etapas de los procesos
(Werpy y Petersen, 2004; E4tech, Re-Cord y Wur, 2015; Kumar y Sani, 2017).

Aparte de los posibles “bloques de construcciéon” que se pueden obtener de los
monosacdridos provenientes de los polimeros de celulosa y hemicelulosa, se ha
estudiado la funcionalizacién de esos polimeros, (Vega, 2017; Gabova, 2018), con
aplicaciones en campos como la medicina, biotecnologia y embalaje. Ademds se ha
estudiado el desarrollo de la nanocelulosa, (fibras de celulosa de micrémetros de largo
funcionalizadas o no) que se utilizan para modificar la reologia de diversos materiales,
la formacién de nuevos materiales compuestos y como estabilizantes de emulsiones
(Arola, 2015). Estos materiales son obtenidos por combinacién de métodos quimicos,

fisicos y enzimaticos.

Por ultimo, otros productos que han atraido la atencién en las Ultimas décadas, son los
xilooligosacaridos (XOS) obtenidos a partir de la degradacion quimica o enzimatica o una
combinacién de ambas, de diferentes materiales lignoceluldsicos. Originalmente este
término estaba reservado para aquellos oligosacaridos obtenidos de la hidrdlisis del
xilano con un grado de polimerizacion (DP) de entre 3 a 10 unidades de xilosa pero en
otros estudios se extiende la definicién a todos aquellos fragmentos solubles en agua
obtenidos de la degradacién del xilano (en general con un DP < 20) (Moure et al., 2006).
Se ha reportado que estos productos son utilizados principalmente como prebidticos ya
gue al ser consumidos en la dieta mejoran el desarrollo de |a flora bacteriana del intestino
(principalmente bifidobacterias y lactobacillus) (Driss et al., 2014). Ademads se han
reportado otras actividades ya que pueden actuar como, sustancias antioxidantes y
antiinflamatorias por lo que al consumirse en la dieta, pasan a ser parte de los llamados
alimentos funcionales. El mercado de estos productos crece anualmente y se reporta a
Japdn como uno de los principales productores de XOS, aproximadamente 650 toneladas

por afio que se venden a 24 dodlares / kg (Taniguchi, 2004).
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2.3.4. Procesos para la obtencion de azucares a partir
de lignocelulésicos

La biomasa se puede dividir en productos forestales (como lefia de los drboles o arbustos,
corteza, ramas), residuos agricolas (como biomasa no lefiosa como paja, cascara,
rastrojo), cultivos energéticos (como sorgo y cafia de azucar) y desechos animales (como
estiércol). La diferencia principal entre ellas es que los cultivos energéticos como los
azucarerosy los ricos en almiddn, son mas simples en su procesamiento para la obtencion
de azucares que los residuos formados por lignocelulosa, ya que los azUcares estan libres
o en el caso de los almidones, solamente se necesita una hidrdlisis previa utilizando una
mezcla de a-amilasa y glucoamilasa (Kawa-Rygielska y Pietrzak, 2014; Costa et al., 2018).
Los cultivos energéticos, hoy en dia, son la biomasa mads utilizada en las biorrefinerias
instaladas, para la produccién de energia. Sin embargo son muy criticados ya que este
tipo de biomasa podria utilizarse como alimento. Actualmente se exige que toda nueva
practica de biorrefineria que se vaya a desarrollar debe evaluarse a través de toda la
cadena de valor para asegurar la sostenibilidad ambiental, econémica y social (Kumary
Sani, 2017).

La biomasa lignoceluldsica, a diferencia de los cultivos energéticos, necesita una gama
relativamente grande de tecnologias de procesamiento para el tratamiento de la misma.
De hecho, la mayoria de estas tecnologias aun se encuentran en la etapa pre-comercial.
Por lo tanto, uno de los objetivos de investigacion mds importantes es fraccionar el
material en sus tres componentes principales: celulosa, hemicelulosas y lignina
(Mupondwa et al., 2017).

En la conversion del material lignoceluldsico en los azlcares para luego obtener
diferentes productos quimicos como los descritos anteriormente estan involucrados una

multiplicidad de pasos. Los principales se ilustran en la Figura 12.

Biomasa  EEB Transporte a la B> Limpiezay B>  Ppre-tratamiento: B> idrslisis: quimica /

lignocelulésica fabrica triturado fisico / quimico enziméatica

\

Azlcares

/4

Fermentacién Otras transformaciones
quimicas

Figura 12- Pasos involucrados en el procesamiento de la biomasa lignoceluldsica.

De ellos, el pretratamiento, etapa en la que se cambian las caracteristicas de unién

natural de los componentes del material lignoceluldsico mediante la modificacidon de la
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estructura supramolecular de la matriz celulosa-hemicelulosa-lignina, es el paso mas

importante (Arenas-Cardenas et al., 2017; Mupondwa et al., 2017).

Después del pretratamiento, la celulosa liberada y las hemicelulosas se hidrolizan a
azUcares monomeéricos (hexosas y pentosas) usando métodos quimicos o enzimaticos. La
hidrolisis enzimatica por celulasas y hemicelulasas es el método preferido debido a los
mayores rendimientos de conversidon y condiciones menos corrosivas y toxicas en
comparacién con la hidrdlisis acida. La fermentacién de todos los azucares libres a
diferentes productos se lleva a cabo por levaduras, bacterias u hongos filamentosos,

genéticamente modificadas o no (Hadar, 2013).

2.3.4.1.  Pretratamientos
Se han estudiado y desarrollado diversas técnicas de pretratamiento para modificar la

estructura fisica y quimica de la biomasa lignoceluldsica y separar eficientemente las
fracciones de hemicelulosa vy lignina de la celulosa sin promover la degradacién de los
azUcares. Cada uno de estos métodos tiene claras ventajas y desventajas. El paso de
pretratamiento es hoy en dia el tema de mayor complejidad debido a varios factores
estructurales como son los enlaces de hidrégeno intra e intermoleculares en la celulosa,
la existencia de multiples enlaces entre la lignina (polimero aromatico) y los polisacaridos.
Si se pretende trabajar sobre los polisacaridos, para su conversién en monosacaridos, la
lignina permanece sin transformarse porque usualmente requiere altas temperaturas de
procesamiento (>250 °C) en comparacion con los polisacaridos (<230 °C). Si por otro lado,
se intenta despolimerizar la lignina simultdneamente, las reacciones de degradacion de
los azUcares se vuelven muy importantes. En la mayoria de los casos, la lignina no
degradada también es capaz de inhibir los sitios cataliticos de las enzimas que se utilizan

en el paso posterior de hidrélisis de los polisacaridos (Kraus, Stankiewicz y Siedl, 2015).

Un pretratamiento entonces, debe presentar los siguientes requisitos para ser utilizado

a nivel industrial (Arenas-Cardenas et al., 2017; Sun y Cheng, 2002):

mejorar la hidrodlisis enzimatica
- prevenir la pérdida o degradacién de carbohidratos

- evitar la formacion de inhibidores para los posteriores procesos de hidrdlisis y

fermentacion
- ser econdmico

- generar celulosa altamente hidrolizable para la rapida conversién y permitir un

bajo uso de enzimas

- que sea aplicable a diferentes residuos lignoceluldsicos y de facil operacion.
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A nivel industrial hoy en dia se utilizan en conjunto la reducciéon mecdnica del tamafio de
particula y la explosion por vapor o el tratamiento con dacido diluido (E4tech, Re-Cord y
Wur, 2015). A continuacidon se presenta una descripcién breve de los pretratamientos

mas importantes y mas estudiados.

2.3.4.1.1. Pretratamientos fisicos

2.3.4.1.1.1. Reduccion mecanica
Se puede reducir el tamafio de particula y la cristalinidad de la celulosa de los residuos
mediante una combinacién de corte, trituracion y molienda. Esta molienda requiere altas
cantidades de energia, determinada por el tamafio final de la particula, caracteristicas de

la biomasa y el contenido de humedad en el residuo.

La reduccidon mecanica se puede combinar con otro pretratamiento, logrando que el
proceso consuma menos energia y aumentando la recuperacion de monosacaridos en

etapas posteriores (Ramawat y Mérillon, 2015).

2.3.4.1.2. Pretratamientos termo-quimicos

Muchos métodos termoquimicos han sido utilizados para el pretratamiento e hidrolisis
de residuos lignoceluldsicos agroindustriales. Los métodos termoquimicos mas
importantes son la explosion por vapor, el tratamiento con alcalis o dcidos y el proceso
organosolv. El objetivo de estos pretratamientos es exponer los carbohidratos (celulosa
y hemicelulosa) a ser hidrolizados a través de la expansion de la fibra o mediante la
digestion de la lignina. Mas recientemente diversos procesos como el tratamiento con
liquidos idnicos, el uso de didxido de carbono en condiciones supercriticas o la
autohidrélisis con agua a altas temperaturas y presiones se han llevado a cabo (Hadar,
2013).

2.3.4.1.2.1. Explosion por vapor

Es el método mas comun para el pretratamiento de residuos lignoceluldsicos; es una
combinacién de fuerzas mecanicas y efectos quimicos. La biomasa se trata con vapor
saturado a alta presiéon y luego se reduce la presion, provocando una descompresion
explosiva, que provoca la evaporacion de la humedad contenida en el material, lo que
conduce a la separacion de la matriz lignoceluldsica. A su vez, se da una hidrdlisis acida
de los azlcares debido a la hidrélisis de grupos acetilo de la hemicelulosa. Este proceso
provoca la eliminacién de la hemicelulosa y expone la superficie de la celulosa por lo que
aumenta el acceso de las enzimas celulasas a las microfibrillas de celulosa. Es un proceso
gue se ha probado en una gran variedad de residuos lignoceluldsicos como ser madera
de olivos, bagazo de cafia, residuos de Eucalyptus, paja de trigo, entre otros (Mandelli et
al., 2014; Chang et al., 2017).
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Las ventajas del proceso de explosion por vapor son varias, en primer lugar el bajo
requerimiento de energia en comparacion con la molienda mecdnica; sin impactos
ambientales negativos y en términos de costos, es uno de los procesos mas efectivos. Sin
embargo, las desventajas del proceso son la destruccion de una porcion de la fraccién de
hemicelulosa; rotura incompleta de la matriz de lignina-carbohidrato; generacion de
inhibidores como derivados de furano, dcidos débiles y compuestos fendlicos (Chen et
al., 2017).

2.3.4.1.2.2. Proceso organosolv

En este método, varios solventes orgdnicos (metanol, etanol, acetona, etilenglicol,
trietilenglicol, alcohol tetrahidrofurfurilico, etc.) o solventes organicos con agua en
presencia de acidos minerales u organicos (H,SO0a, HCI, 4cido oxalico, acido salicilico,
acido acetilsalicilico, etc.) se utilizan para eliminar la lignina. En este proceso ocurre
también hidrdlisis de las hemicelulosas, lo cual facilita la digestibilidad posterior de la
celulosa (Kumar y Sani, 2017). Se requiere que los solventes organicos utilizados en este
método sean recuperables para que el proceso sea mas econdmicamente viable. Ademas
la produccion de lignina de muy alta calidad hace que este método sea competente, ya
que esta lignina se puede utilizar para la sintesis de varios productos quimicos valiosos
(Hadar, 2013).

2.3.4.1.2.3. Pretratamiento alcalino

El método de hidrdlisis alcalina consiste en la saponificacién de los enlaces éster
intermoleculares entre xilano y los otros componentes como la lignina. El tratamiento
con NaOH diluido sobre el material lignoceluldsico causa separacion de las fibras, lo que
provoca un aumento del area superficial interna del material, debido a que esas uniones
desaparecen. Este pretratamiento se puede realizar a temperatura ambiente y presion
atmosférica y en general se degradan menos los azlcares que en el pretratamiento acido
(Chenetal., 2017). En general ha mostrado mejores efectos en residuos agroindustriales
(biomasa no lefiosa) que en lignoceluldsicos (Yan et al., 2015; Heggset, Syverud y @yaas,
2016).

2.3.4.1.2.4. Hidrolisis acida

El objetivo principal del pretratamiento acido es solubilizar la fraccién de lignina y la
hidrélisis parcial de los polisacaridos. El proceso implica el uso de acidos concentrados o
diluidos. La temperatura es un factor importante; la reaccion puede llevarse a cabo a
bajas temperaturas con acidos concentrados o a altas temperaturas con acidos diluidos.
Sin embargo, debido al tratamiento con acido, algunas porciones de azUcares se

transforman posteriormente en furanos (furfural e hidroximetilfurfural) y otros
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subproductos acidos, lo que conduce a la pérdida de azucares y posible inhibicion de las

enzimas en el posterior paso de hidrolisis (Hadar, 2013).

El tratamiento con acido concentrado se refiere al uso de acido con una concentracion
superior al 30% para la hidrélisis de los polisacaridos, con la temperatura de reaccién
dentro de los 100 ° C durante 2 - 10 horas a presion atmosférica. La hidrélisis llevada a
cabo en 4acido concentrado es relativamente lenta. Ademas, la mayoria de los acidos
concentrados son altamente téxicos y corrosivos, por lo que el acido debe ser
recuperado, y el equipo utilizado debe tener resistencia a la corrosién acida, lo cual
ocasiona altos costos de operacién y mantenimiento. Lo anteriormente planteado son
desventajas importantes de los pretratamientos acidos concentrados, que reducen el
interés de aplicarlo a escala comercial. Sin embargo, la tasa de conversién de azUcares de
este método es relativamente alta. Tanto la celulosa como la hemicelulosa pueden

alcanzar una tasa de conversion superior al 90% (Arenas-Cardenas et al., 2017).

El tratamiento con acido diluido generalmente se refiere a la reaccion de hidrélisis con
una concentracion de 4cido igual o menor a 10% como catalizador. La reaccién se da a
una temperatura entre 140-210 °C con una presion de hasta 10 atm durante unos
segundos a varios minutos. El tratamiento con acido diluido es un proceso rapido que
ataca mayoritariamente la porciéon de hemicelulosa debido a que es mas facilmente
hidrolizable por poseer cadenas mas cortas y ramificaciones. En general se reportan
porcentajes de hasta un 90% de recuperacién de hemicelulosa degradada en
oligosacdridos y monosacaridos, mientras que el sélido resultante queda rico en lignina 'y
celulosa. La remocion de la hemicelulosa aumenta la porosidad del material, a su vez la
estructura de la lignina se degrada levemente (Mussatto, 2016). Ademas de los azUcares
provenientes de la hemicelulosa, en el sobrenadante se puede encontrar acido acético,
furfural e hidroximetilfurfural (generados por la degradacién de las pentosas y hexosas)
gue son en general toxicos para los microorganismos y por lo tanto su concentracion
debe ser la mas baja posible. Entre las principales desventajas se encuentra el uso de
equipo que sea resistente a la corrosién, que por lo general son costosos. El uso de altas
temperaturas y presiones lleva a un gran consumo de energia lo cual tiene un impacto en
el costo del proceso, al igual que la necesidad de neutralizar el sobrenadante, y la
consecuente generacion de sales que se deben separar del medio y disponer de forma
adecuada (Chen et al., 2017).

Otra metodologia descrita es el uso de acido acético y peroxido de hidrégeno (método
de acido peracético) para eliminar la lignina antes de la hidrélisis enzimatica tanto para
la produccion de XOS como para la posterior fermentacién de los azlcares a etanol. El

uso de este método no solo se considera amigable con el medio ambiente, sino que
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también es muy eficaz en la escision de los anillos aromaticos presentes en la lignina
(Bragatto, Segato y Squina, 2013; Song et al., 2016).

2.3.4.1.3. Pretratamientos biolégicos
El pretratamiento biolégico de la biomasa es el método mas seguro y amigable con el
medio ambiente. Se utiliza la habilidad de un grupo de hongos filamentosos
pertenecientes al phylum basidiomycota, (conocidos como hongos de la podredumbre
blanca de la madera) los cuales degradan selectivamente la lignina, utilizando un sistema

enzimatico ligninolitico (Garcia-Torreiro et al., 2016).

Las enzimas responsables de la degradacion de la lignina son oxidorreductasas conocidas
como lacasa, y lignina y manganeso peroxidasa. Estas son las que oxidan parcialmente las
estructuras fendlicas y no fendlicas de la lignina y por lo tanto aumentan la porosidad de

la biomasa (Carro et al., 2016).

Es un proceso que se realiza a temperatura ambiente y consume menor energia que los

otros pretratamientos anteriormente citados.

Sin embargo la velocidad de degradacion es muy baja y requiere un largo tiempo de
procesamiento, lo que es una gran desventaja (Kumar y Sani, 2017). En este sentido se
pueden acoplar a un pretratamiento bioldgico otro pretratamiento para disminuir por
un lado, los tiempos del tratamiento bioldgico y por el otro, el uso de energia del proceso

fisicoquimico (Ramarajan y Sumathi Manohar, 2017).

2.3.4.2. Despolimerizacion enzimatica de celulosa v

hemicelulosa
El paso siguiente al pretratamiento es la hidrdlisis de la celulosa y la hemicelulosa para

obtener los azlcares y oligosacaridos de interés, segin el objetivo buscado. Este paso
puede llevarse a cabo mediante hidrélisis acida, pero este procedimiento genera residuos
acidos que pueden interferir con los pasos subsiguientes como la fermentacién. Otra

alternativa es la hidrdlisis enzimatica (Juturu y Wu, 2014).

La degradacion enzimatica de la celulosa y la hemicelulosa se realiza en la naturaleza a
través de la accion colectiva de multiples enzimas activas sobre carbohidratos, que
actlan en conjunto con actividades sinérgicas y modos de accién complementarios
(Carro et al., 2016).

Estas enzimas tienen principalmente actividad hidrolitica y son las que rompen los
enlaces glicosidicos presentes en celulosa y hemicelulosa. Forman parte de un gran grupo
de enzimas llamadas glicosil hidrolasas (GHs) y en el caso de aquellas que hidrolizan los
componentes lignoceluldsicos se las conoce como celulasas y xilanasas. Las GH son

asistidas en su funcion por otras enzimas auxiliares (AAs) que eliminan los sustituyentes
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de la cadena principal presentes en las hemicelulosas, permitiendo que las GHs actuen

sobre la cadena principal (Sweeney y Xu, 2012).

La capacidad de deconstruir biolégicamente el material lighoceluldsico tiene multiples
origenes y ha evolucionado en diversas ramas mas pequefias, pero es escasamente
dispersa en lo que serfa todo el Arbol de la Vida. Es decir que si bien encontramos
organismos pertenecientes a los dominios eucariota, procariota y arquea, capaces de
degradar el material lignoceluldsico, esta capacidad esta restringida a pocos filos dentro
de cada dominio (Figura 13). En la Figura 13 se observan los géneros de los organismos
que degradan la lignocelulosa usando enzimas propias mostradas en negrita, aquellos
microorganismos que utilizan enzimas propias mas derivadas de simbiontes que se
muestran en gris y aquellos organismos que degradan la celulosa con enzimas derivadas

de simbiontes que se muestran subrayados (Cragg et al., 2015).
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Figura 13- La distribucién dispersa y localizada de organismos capaces de degradar lignocelulosa o celulosa en el Arbol
de la Vida (Cragg et al., 2015).

Desde el punto de vista industrial las mas intensamente estudiadas han sido las enzimas
provenientes de bacterias y hongos , en particular el género Trichoderma es uno de los

mas destacados en la produccién de celulasas (Bischof, Ramoni y Seiboth, 2016).
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2.4. Glicosil hidrolasas (GHs)

Las glicosil hidrolasas (GHs) constituyen una clase de enzimas que hidrolizan enlaces
glicosidicos. Las GH son importantes en el metabolismo de los carbohidratos porque los
poli- y oligosacaridos deben dividirse en monosacaridos antes de entrar en la siguiente
via de degradacion. Estas enzimas son las mas utilizadas en la industria (Eggleston y
Vercellotti, 2007).

En general las enzimas se clasifican segln una nomenclatura propuesta por la
INTERNATIONAL UNION OF BIOCHEMISTRY AND MOLECULAR BIOLOGY (IUBMB) y se basa
en el tipo de reaccion que catalizan las enzimas y en su especificidad de sustrato. Para las
glicosil hidrolasas (EC 3.2.1.x), los primeros tres digitos indican enzimas que hidrolizan los
enlaces O-glicosidico mientras que el Ultimo ndmero indica el sustrato y algunas veces
refleja el mecanismo molecular. Esta clasificacién es muy Util, especialmente para evitar
ambigledades con el uso de nombres triviales, y proporciona una clasificacion Unica. Sin
embargo, al menos en el caso de las glicosil hidrolasas, tal clasificaciéon no refleja
necesariamente las caracteristicas estructurales de las enzimas. De hecho, una
clasificacion basada principalmente en el sustrato no puede tener en cuenta eventos
evolutivos como (i) divergencia (que puede dar lugar a cambios de especificidad y, en
ocasiones, de tipo reaccion) o (ii) evolucion convergente, que puede forzar polipéptidos
con diferentes pliegues para catalizar la misma reaccidn en el mismo sustrato. Otro
problema con la clasificacién de EC es que no es apropiada para enzimas que muestran
amplia especificidad (es decir, que actlan sobre varios sustratos) (Henrissat, Vegetales y
Grenoble, 1991). Por lo tanto, Henrissat y col. clasificaron las GHs en familias, segun la
similitud de la secuencias de aminoacidos de los mddulos cataliticos en un intento de
obtener una clasificacién que fuera complementaria al otro sistema y brindara mayor
informaciéon (Henrissat, Vegetales y Grenoble, 1991). Las familias de GH se encuentran
descritas en una base de datos de Enzimas Activas de Carbohidratos (CAZy)
(http://www.cazy.org/). En esta base de datos, hasta julio de 2018, hay reportadas unas
153 familias de GH. Algunas de las familias de GH contienen enzimas con un tipo de
actividad enzimatica, mientras que otras familias contienen enzimas con actividades
distintas. En estos casos, se puede aplicar una clasificacion adicional en subfamilias. Las
subfamilias son subgrupos que se encuentran dentro de una familia que comparten un
ancestro mas reciente y que, por lo general, son mas uniformes en su funcién catalitica.
Las familias de GH se agrupan en clanes cuando entre las familias comparten similitudes
significativas en la estructura 3-D, la conservacion de residuos cataliticos y el mecanismo

catalitico (Henrissat y Bairoch, 1996).
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2.4.1. Clasificacion:

Aparte de clasificar a las GHs en familias, éstas se pueden clasificar teniendo en cuenta

otros criterios, algunas de estas posibilidades se detallan a continuacién.

2.4.1.1.  Segun configuracion anomérica del sustrato:
Los enlaces glicosidicos se pueden clasificar en tipo ay B en base a la configuracién

anomérica del C1 del monosacérido que esta formando parte del enlace (Wertz, Bédué y
Mercier, 2010). Cada una de las GH conocidas hidrolizan solo una de las formas
anoméricas del enlace glicosidico. Las a - Glicosidasas hidrolizan solo a - glicdsidos y no
van a hidrolizar el B -glicésido correspondiente. En la base de datos CAZy, cada familia

consta de un solo tipo de GH (ya sea o o ) (Grunwald, 2012).

2.4.1.2.  Segun la localizacion de la union a hidrolizar:
Las GH se pueden clasificar de acuerdo con su especificidad en exo-activa o endo-activa

en funcién de si hidrolizan desde uno de los extremos (reductor o no reductor) o un
enlace interno de la molécula del sustrato. Esta clasificacion es especialmente importante
en la caracterizacion de GH que hidrolizan sustratos poliméricos. Las GH exo-activas
liberan un monosacarido u oligosacarido con un grado definido de polimerizacion desde
el extremo del polimero. La mayoria de las GH exo-activas actUan sobre el extremo no
reductor pero se han encontrado algunas enzimas que actuan sobre el extremo reductor.
Las enzimas de accién Endo hidrolizan sustratos poliméricos a nivel interno (Hidaka et al.,
2004).

Muchas familias de GH contienen enzimas tanto exo como endo-activas. Por lo tanto, no
se consideran evolutivamente distantes. La diferencia entre las acciones de GH endo vy
exo-activas en determinados casos se explica en términos de la diferencia estructural en
el sitio de unién al sustrato. En un estudio realizado por Schubot y colaboradores
encontraron que una celulasa de Clostridium thermocellum perteneciente a la familia
GH9, es exclusivamente exo-activa. Esta familia estd compuesta principalmente por
endocelulasas, pero por su secuencia se clasifica en esta familia, por lo tanto los autores
encontraron por analisis de docking que las enzimas GH9 con actividad interna tienen
una ranura continua en el sitio de union, que esta blogueada en la GH exo-activa como
se observa en la Figura 14 (Schubot et al., 2004). Se observa en las imagenes las
posiciones del ligando celotetrosa (CTT) y en las Figuras A, By C se muestran superpuestas
a cada estructura las dos regiones de bucle distintivas de GH9_CbhA de C. thermocellum
para enfatizar la ausencia de estos elementos estructurales en las otras enzimas y resaltar
la topologia del sitio activo diferente de la exocelulasa. A diferencia de otros
representantes de la familia GH 9 que solo poseen actividad endo y, en algunos casos,

actividades endo / exocelulasa, la enzima CbhA de Clostridium thermocellum es
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exclusivamente una exocelulasa. El andlisis detallado de estas estructuras revela que,
aunque los residuos cataliticos clave y el pliegue global se conservan en esta enzimay en
las de otras glicdsido hidrolasas de la familia 9, el sitio activo de GH9_CbhA se bloquea

después del subsitio -2. Esta caracteristica explica la incapacidad del sitio activo de CbhA

para acomodar una cadena larga de celulosa y cortarla internamente.

Figura 14- (A-D) Muestra las topologias de la superficie del sitio activo de T. fusca Cel9A, C. cellulolyticum Cel9M, C.
thermocellum Cel9A y C. thermocellum GH9_CbhA, todas celulasas pertenecientes a la familia GH9. Las tres primeras
son enzimas endoactivas, la Ultima es Unicamente exoactiva (Schubot et al., 2004).

Muchas de las enzimas que degradan los polisacaridos de las plantas, son modulares, por
lo que tienen un mdédulo catalitico unido por un péptido pequefio a un médulo de unién
a los carbohidratos (CBMs) los cuales en general son cruciales para el reconocimiento y

la adhesién al polimero (Boraston et al., 2004).
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2.4.1.3.  Segun la retencion o inversién anomeérica:
Las GH se pueden clasificar en enzimas de retencién o inversion de la configuracion del

carbono anomérico que forma parte del enlace, después de la reaccion de hidrélisis. Esta

capacidad depende del mecanismo de accion de la enzima en estudio.

2.4.1.3.1. Mecanismo de accion de GHs:
La elucidacion del mecanismo de accidon se basa en gran medida en el aislamiento y la
identificacion estructural del intermediario covalente enzima / sustrato. En la mayoria de
los casos los residuos implicados en la catdlisis enzimdtica son residuos de acido

glutamico y/o aspartico (Glu o Asp).

2.4.1.3.1.1. Enzimas de retencién anomérica:
Generalmente, las enzimas de retencion de la configuracidén catalizan su reaccién
hidrolitica utilizando dos residuos de aminodcidos dacidos, uno que actia como el
catalizador acido / base y el otro que actia como el nucledfilo (McCarter y Withers,
1994). Como se muestra en la Figura 15, el catalizador 4cido / base inicialmente actua
como un acido donando un protdn al dtomo de oxigeno del carbono anomérico, el
nucledfilo entonces, ataca el carbono anomérico para liberar el alcohol y forma un
intermediario unido covalentemente con inversién anomérica. Luego, el intermediario se
hidroliza mediante una molécula de agua previamente desprotonada por el catalizador
acido / base, que actia como base para finalizar la reaccion de hidrdlisis, y forma un
nuevo extremo reductor con la misma configuracion anomérica que tenia antes de la
reaccion. Se producen dos inversiones anoméricas durante la reaccién de las GH de

retencion de configuracion.
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Figura 15- Mecanismo de accidn de GH con retencién anomérica (Collins, Gerday y Feller, 2005).
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2.4.1.3.1.2. Enzimas de inversién anomeérica:
Las GHs de inversion anomérica catalizan su reaccién con dos residuos de aminoacidos
acidos, uno que acttia como acido y el otro como base (McCarter y Withers, 1994) (Figura
16). El mecanismo se parece a la primera mitad del mecanismo de accién de retencion
tipica de GH. El residuo acido dona un protdn al oxigeno del carbono anomérico del
glicésido para ser hidrolizado. Una molécula de agua desprotonada por el residuo bdsico
ataca al carbono anomérico (actuando como nucledfilo) para terminar la hidrélisis con

inversion anomérica (Nagae et al., 2007).
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Figura 16- Mecanismo de accion de GH con inversién anomérica (Collins, Gerday y Feller, 2005).

2.4.2. GHs que degradan celulosa — CELULASAS

En comparacién con otros polimeros vegetales, la estructura de la celulosa es
relativamente simple. Sin embargo, la degradacidon enzimatica de la celulosa no es facil
debido a su estructura cristalina, y su capacidad de formar microfibrillas estrechamente
empaquetadas evitando el acceso a las enzimas hidroliticas. Pero aun asi, existen
microorganismos que viven de la celulosa como fuente de carbono, esto es posible
gracias al sistema enzimatico celulolitico conocido como celulasas (Wertz, Bédué vy
Mercier, 2010).

Las celulasas incluyen tres clases de enzimas: endoglucanasas (EG), exoglucanasas /
celobiohidrolasas (CBH) y B-glucosidasas (BGL). Las EG hidrolizan los enlaces glicosidicos
internos de la celulosa, mientras que las exoglucanasas actlan en los extremos de la
cadena de la celulosa. Después de esta hidrolisis endo y exo inicial, los oligosacaridos
restantes, principalmente la celobiosa, se hidrolizan a moléculas de glucosa individuales

por B-glucosidasas (Ramawat y Mérillon, 2015).

Mientras que algunos microorganismos producen enzimas libres con unidades cataliticas

Unicas capaces de difundir y actuar de forma independiente (Figura 17), otros pueden
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organizar las enzimas celuloliticas en estructuras de multiples dominios. Por ejemplo,
algunas bacterias y hongos del rumen emplean una estructura conocida como
celulosoma grande y multimodal con muchas unidades cataliticas ancladas en un
“andamio” que estd adherido a la célula (Figura 18) (Bayer et al., 2004). Algunas enzimas
usan una estrategia intermedia entre estas 2 opciones en donde una sola proteina es
multimodular, contiene mas de un dominio catalitico y de unién como es el caso

encontrado en la bacteria del rumen Caldicellulosiruptor bescii (Brunecky et al., 2013)
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Figura 17- Esquema de mecanismos microbianos de degradacion de celulosa. Sistema de celulasa libre de microorganismos aerobios. La celulosa se hidroliza a través de la interaccion sinérgica de
enzimas secretadas individuales. NR-, extremos no reductores; -R, extremos no reductores (Cragg et al., 2015).
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Figura 18- Esquema de mecanismos microbianos de degradacién de celulosa. Mecanismo anaerdbico 'celulosoma’ es un complejo unido a la pared celular microbiana a través de una subunidad
de anclaje. El complejo consiste en enzimas capaces de hidrolizar la celulosa, unidas a una subunidad de andamio que ancla la célula bacteriana y las enzimas al sustrato a través de un médulo de
union de carbohidratos (CBM) (Cragg et al., 2015).
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Los géneros en los cuales se han reportado sistema de celulasa libre incluyen Bacillus spp.
(Hero et al., 2017), Paenibcaillus spp. (Talia et al., 2012), Thermobifida fusca
(anteriormente Thermomonospora) (Quiroz-Castafieda y Folch-Mallol, 2013) vy
Cellulomonas spp. (Kane, 2015). Dentro de los hongos mas utilizados a nivel industrial
gue producen celulasas extra-celulares se encuentran Trichoderma reesei y Aspergillus
nidulans (Cragg et al., 2015; Bischof, Ramoni y Seiboth, 2016).

2.4.2.1.  Endoglucanasas

Endo-B-1,4-glucanasas (EC 3.2.1.4) hidrolizan al azar los enlaces glicosidicos -1,4 entre
dos moléculas de D-glucosa dentro de las regiones amorfas de cadenas de celulosa. Esto
genera oligosacaridos mas cortos de diferentes longitudes, lo que la hace mas accesible
para las diferentes exoglucanasas al proporcionar nuevos extremos de cadena libre
(Grunwald, 2012). La mayoria de los hongos y bacterias celuloliticos producen numerosas
EG. Los sitios activos de la mayoria de las EGs tienen forma de hendidura o ranura, dentro
de los cuales un segmento de celulosa puede unirse e hidrolizarse por la enzima (Sweeney
y Xu, 2012). A pesar de que todas las EG que pueda producir un microorganismo actien
sobre el mismo sustrato, la existencia de un gran numero se debe a que actlan segun
diferentes mecanismos sobre la celulosa (reteniendo o invirtiendo la configuracion) o que
pueden tener mas de una actividad, por ejemplo, degradar hemicelulosa (Vlasenko et al.,
2010).

En la base de datos de enzimas activas sobre carbohidratos (CAZy www.cazy.org)
(Henrissat, Vegetales y Grenoble, 1991), las endoglucanasas se encuentran en las familias
GH 5-8,12,16,44,45,48,51,64,71,74,81,87,124 y 128. En particular, las endo-3-1,4-
glucanasas fungicas pertenecen a familias 5, 7, 12, 45 y 61 (Coutinho et al., 2009).

2.4.2.2. Exoglucanasas / Celobiohidrolasas
La exoglucanasas o celobiohidrolasas (CBH), actlan en los extremos de las cadenas de

celulosa y liberan glucosa y celobiosa como productos principales. Actdan
unidireccionalmente en los oligdmeros de cadena larga, ya sea desde los extremos
reductores (E.C. 3.2.1.176) o no reductores (E.C. 3.2.1.91) liberando celobiosa. Estas

enzimas son capaces de actuar en las regiones cristalinas de la celulosa.

La estructura del médulo catalitico es de tipo tunel, formada por dos bucles de superficie
gue pueden cubrir la totalidad o parte del sitio activo. Durante la catalisis enzimatica, la
cadena de celulosa se desliza a través del tunel de union al sustrato y cada dos enlaces
glicosidico el polimero, se coloca correctamente sobre el sitio catalitico ubicado en el
extremo del tinel para liberar progresivamente unidades de disacaridos (celobiosa) de la

celulosa. En general un médulo de unién a los carbohidratos (CBM) asiste al modulo
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catalitico en su funcidon (Sweeney y Xu, 2012). Las CBH se encuentran en las familias de
GH 5-7,9, 48 y 74 (Carro et al., 2016).

2.4.2.3.  B-Glucosidasas (BGL)

Las B-glucosidasas son las enzimas finales en la degradacion de la celulosa. Después de
las hidrélisis endo y exo- de las cadenas de celulosa, las BGL (EC 3.2.1.21) degradan los
oligosacdridos restantes a glucosa (Carro et al., 2016). La mayoria de las BGLs son enzimas
intracelulares. Sin embargo, se han reportado asociadas a la membrana, como en el caso
de la BGL de la arquea Pyrococcus horikoshii bgl (GH1). Esto se demostro al expresar el
gen que codifica esta enzima en una cepa de E. coli (Matsui et al., 2000). Otras pueden
encontrarse en el espacio periplasmico, como la enzima bifuncional (bglA GH1) con
actividad BGL y CBH, proveniente del genoma de Bacillus subtilis y expresaday estudiada
en una cepa de E. coli (Srivastava, Verma y Srivastava, 1999). Algunas BGLs pueden ser
extracelulares como las del hongo Aspergillus niger bgll (GH1) (Dan et al., 2000),
Trichoderma reesei bgll (GH3) bgl2 (GH1) (Barnett, Berka y Fowler, 1991). Estas enzimas
extracelulares son de particular interés porque sus costos de produccién son menores
(Carroetal., 2016).

A diferencia de las EGs y las CBHs, las BGLs en general no son modulares, les falta el
modulo de union de carbohidratos, y tienen un sitio catalitico con forma de bolsillo
(Langston, Sheehy y Xu, 2006).

2.4.2.4.  Otros mecanismos de degradacion de la celulosa
Estudios recientes han demostrado la existencia de enzimas que realizan un proceso

oxidativo para la escision de enlaces de polisacaridos (Vaaje-Kolstad et al., 2010); estas
enzimas se han denominado monooxigenasas degradadoras de polisacaridos (LPMO en
inglés). Las mismas actuarian aumentando la accesibilidad de las otras enzimas
hidroliticas a la celulosa. Las LPMO que degradan la celulosa se asignan a la familia de
enzimas auxiliares AA 9, (enzimas fungicas), y la familia AA10 enzimas
predominantemente bacterianas. Las LPMO pueden actuar sobre la celulosa cristalina
(Beeson et al., 2015), y también sobre las hemicelulosas (Agger et al., 2014). Actian por
ataque oxidativo directo sobre las cadenas de polimero (Figura 17) a través de un sitio

activo plano con un dtomo de cobre ubicado en el centro.

Se han estudiado las modificaciones de la estructura de la celulosa a diferentes escalas y
se ha descubierto que la LPMO crean puntos de corte que desencadenan la
desintegracion de la estructura fibrilar de la celulosa con la ruptura de cadenas vy la
liberacion de nanofibrillas. La rotura de las cadenas probablemente induce

modificaciones de la red de celulosa y debilita la cohesién de las fibras promoviendo su
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disrupcién y por lo tanto, favoreciendo la formacién de nuevos sitios de iniciacion para

las celulasas convencionales (Villares et al., 2017).

También se ha demostrado la deconstruccién no enzimatica de la celulosa, incluidas las
reacciones de oxidacion de Fenton dependientes del hierro que se han reportado en los
hongos de la pudriciéon marrén de la madera (Baldrian y Valaskova, 2008). Varios autores
han propuesto el modelo del mecanismo de degradacién que estos hongos utilizan para

degradar el material lignoceluldsico (Figura 19).
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Figura 19- Ruptura del material lignoceluldsico por hongos de pudricion marrén usando el sistema Fenton mediado por
quelante (Cragg et al., 2015).

)

Disruption of lignocellulose complex

De forma simplificada se podria explicar que las hifas fungicas en la luz de las células
vegetales producen compuestos aromaticos reductores de hierro de bajo peso molecular
(RC), peroxido de hidrégeno (H202) y &cido oxalico. El 4cido oxdlico se une al Fe3*
formando un complejo que difunde por la pared celular vegetal junto con H2O,y RC. Con
el cambio de pH, RC secuestra Fe** del complejo Fe-oxalato y lo reduce a Fe?*. El Fe?*
luego reacciona con H0; (reaccion de Fenton) y produce radicales hidroxilo (¢OH). Tras
el ataque de radicales OH, la matriz de lignocelulosa se rompe. Estos compuestos a
diferencia de las enzimas, son de bajo peso molecular y por lo tanto pueden ingresar a la
matriz de la pared celular vegetal. En la descomposicidn, los principales cambios son la
ruptura de enlaces glicosidicos en la celulosa y hemicelulosa y la desmetilacién de la

lignina y posterior (Kerem, Jensen y Hammel, 1999; Arantes y Goodell, 2014).

2.4.2.5.  Otras aplicaciones industriales de las celulasas
Aparte del uso de celulasas en la hidrdlisis de residuos lignoceluldsicos bajo el paradigma

de la biorrefineria, estas enzimas tienen un amplio espectro de aplicaciones en la
produccion de alimentos ya sea para humanos o animales, la industria cervecera,
produccion de detergentes, procesamiento de textiles y fabricacién de pasta de papel
(Juturuy Wu, 2014).
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En el caso de la industria textil, las celulasas son efectivas para eliminar la vellosidad de
los hilos de celulosa que se usan en la produccion de textiles desarrollando una apariencia
lisa y brillante de la tela e impartiendo brillo. En la produccién de detergentes, la adicion
de celulasas al céctel enzimatico que contiene, lipasas y proteasas es una tendencia
utilizada en los ultimos afios (Kuhad, Gupta y Singh, 2011). Las celulasas alcalinas (con
actividad 6ptima a pH alcalino) presentes en los detergentes pueden atravesar facilmente
los espacios interfibrilares y ayudar a eliminar eficazmente las manchas de las telas (Souza
et al., 2016; Ben Hmad y Gargouri, 2017).

Las celulasas tienen amplias aplicaciones en la industria de alimentos. En combinacion
con otras enzimas (xilanasas y pectinasas), conocidas colectivamente como enzimas de
maceracién, se han usado en la extraccion y clarificaciéon de jugos de frutas y vegetales
para aumentar sus rendimientos de maceracién y mejoran la clarificacion y filtrado de los
jugos (Kallel et al., 2016). Las enzimas utilizadas en la maceracién reducen la viscosidad;
mejoran la estabilidad de la suspensién y las propiedades aromaticas de los jugos de fruta

y sus pulpas durante el procesamiento (Eggleston y Vercellotti, 2007).

Las celulasas junto con las hemicelulasas se usan en la produccién de alimentos para
animales y aves de corral. La adiciéon de enzimas durante el procesamiento del alimento
produce la hidrdlisis parcial de los componentes de celulosa y hemicelulosa presentes en
el ensilado. El alimento parcialmente digerido después de entrar en la via digestiva de los
animales es digerido de manera mdas completa, proporcionando mas nutrientes vy, por lo

tanto, un mejor crecimiento de los animales (Gilbert y Hazlewood, 1993).

2.4.3. Sistema xilanolitico

Para la hidrdlisis eficiente de la biomasa lignoceluldsica, se requieren ademas de las
celulasas otras enzimas con accién sinérgica para eliminar la hemicelulosa. Gran parte
de las hemicelulosas consiste en estructuras con una cadena principal de D-xilosa unida
por enlace B-1,4 conocidas como xilano. La degradacién de estas cadenas principales de
xilano requiere dos clases de enzimas. Las endoxilanasas (XLN) (EC 3.2.1.8) que hidrolizan
cadenas de D-xilosa en oligosacaridos pequefios, que luego son hidrolizados a moléculas
de D-xilosa por B-xilosidasas (BXL) (Figura 19) (Ali El Enshasy et al., 2016). Sin embargo, la
mayoria de las estructuras de xilano en las plantas estan muy sustituidas y, por lo tanto,
se necesita un conjunto de diferentes enzimas accesorias para lograr una degradacién
eficiente. En el caso del xilano del Eucalyptus, el mismo estd acetilado y tiene como
sustituyente acido 4-O-metil-glucurdnico (MeGlcA), por lo tanto, deberan actuar enzimas
de tipo acetil esterasas (EC 3.1.1.72) y glucuronidasas (EC 3.2.1.131) (Grunwald, 2012).

Aligual que el resto de las glicosilhidrolasas, las xilanasas se clasifican segun la estructura

primaria del dominio catalitico, y en general se reportan endo-xilanasas de las familias
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GH 10y GH 11. Sin embargo se encuentran enzimas con actividad xilanasa pertenecientes
a las familias GH 3, 5, 8, 9, 12, 16, 26, 30, 43, 44, 51, 62, 98, 141 dentro de las cuales se
incluyen enzimas con actividad glucosidasa, carragenasa (enzima que hidroliza el
carragenano un polisacarido sulfatado encontrado en las algas rojas),
arabinofuranosidasa, fucosidasa, entre otras (Collins, Gerday y Feller, 2005; Lombard et
al., 2014). Se han reportado B-xilosidasas en las familias GH 1, 3, 5, 30, 39, 43, 51, 52, 54,
116 y 120 (Lombard et al., 2014). Dada la complejidad de las distintas hemicelulosas se
evidencia la necesidad de todo un complejo enzimatico para poder degradar el polimero
completo. Se han propuesto distintos modelos de degradacion enzimatica, el mas
aceptado es el propuesto por Biel y colaboradores en el 2016 (Biely, Singh y Puchart,
2016).

El modo de hidrdlisis de glucuronoxilano por las enzimas GH10 y GH11 difiere
principalmente en la forma de aceptar y reconocer los sustituyentes MeGIcA en el
proceso de formacién de los complejos enzima-sustrato. Las xilanasas GH10 requieren
dos restos Xilp no sustituidos consecutivos para atacar la cadena principal de xilano, y
ademas son capaces de escindir el enlace glicosidico del residuo de Xilp sustituido con
MeGlIcA. Se ha reportado también que las GH10 pueden liberar xilosa a partir de
oligosacaridos mas pequefios producto de hidrdlisis anteriores (Collins, Gerday y Feller,
2005; Kolenova, Vrsanska y Biely, 2006). Las xilanasas de GH11 requieren tres restos de
Xilp no sustituidos en la cadena de Xilano e hidrolizan el enlace glicosidico un residuo de
Xilp antes del Xilp sustituido con MeGlIcA (Figura 20). Por estas razones, las xilanasas GH10

generan productos con un residuo menos de Xilp que las xilanasas GH11.
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El enlace a-1,2 de MeGlIcA a la cadena principal de Xilp es uno de los enlaces glicosidicos
mas estables en las paredes celulares de la planta. La unién MeGlIcA-a-1,2-Xyl persiste en
el hidrolizado acido del glucuronoxilano. Afortunadamente, las enzimas que cortan este
enlace se han encontrado en sistemas xilanoliticos de microorganismos (Dekker, 1983).
Se conocen como a-glucuronidasas y hasta ahora se han reconocido dos tipos de a-
glucuronidasas microbianas. Las mas conocidas son las clasificadas en la familia GH67.
Los miembros de esta familia pueden liberar MeGlIcA solo de oligosacaridos que tienen
el acido urénico sobre el residuo Xilp en el extremo no reductor. Estas enzimas no pueden
desramificar polisacaridos u oligosacaridos en los que MeGIcA estd unido a restos
internos de Xilp (Biely et al., 2000; Zaide et al., 2001). El segundo tipo de a—glucuronidasa
se encuentra clasificada en la familia GH115. Estas ademas de la capacidad de catalizar la
misma reaccion que las enzimas GH67, también liberan MeGIcA unido a residuos internos
de Xilp en oligo y polisacaridos (Tenkanen vy Siika-aho, 2000). Las enzimas GH115, a
diferencia de las enzimas GH67, poseen una hendidura que puede acomodar residuos de

Xilp a ambos lados del sustituyente lateral MeGIcA (Wang et al., 2016) (Figura 20).

La acetilacion del xilano (como ocurre en el caso del Eucalyptus) hace que el polisacarido
sea mas resistente al ataque de las xilanasas. Algunas estructuras en las que la sustitucion
de MeGIcA se combina con la acetilacion del grupo hidroxilo vecino, parecen ser las mas
recalcitrantes. Las xilanasas atacan al polisacarido solo en las regiones que no estan
sustituidas, algunas xilanasas toleran el grupo acetilo en la posiciéon 2 o 3 (este aspecto
del modo de accion de las xilanasas queda aun por elucidar). La xilanasa GH10 puede
tolerar los grupos acetilo en el subsitio + 1 y también en el subsitio -2, pero solo si se

encuentra en la posicién O-3 (Fujimoto et al., 2004) (Figura 21).
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Los xilooligosacaridos lineales no se pueden hidrolizar a fragmentos mas cortos porque
la presencia del grupo acetilo en cualquiera de las tres posiciones del resto Xilp del
extremo no reductor bloquea la accién de la B-xilosidasa. Entonces ambos tipos de
xilanasas (GH 10 y GH11) generan a partir de glucuronoxilano acetilado una serie de
oligosacaridos acidos largos con un numero diferente de grupos acetilo que alcanza casi

el numero de residuos Xilp.

Con excepcidn de una pequefia cantidad de xilobiosa, los hidrolizados esencialmente no
contienen fragmentos no acetilados (Biely et al., 2004). La adicién de a-glucuronidasa de
GH67 0 GH115 a una mezcla de xilanasa y B-xilosidasa provocaria solo pequefios cambios
en el rendimiento de sacarificacion de acetilglucuronoxilano, ya que los fragmentos de
xilano permanecerian todavia esterificados con acido acético. Por lo tanto, en
oligosacaridos desglucuronilados, la accion de la B-xilosidasa se detendria en el primer
residuo de Xilp acetilado del extremo no reductor. Resulta claro que la sacarificacion
enzimatica no puede proceder hasta el final sin la desacetilacion de xilooligosacaridos por

las enzimas acetilxilanoesterasas (Biely, Singh y Puchart, 2016)..

Estas son las enzimas que liberan las posiciones 2 y 3 que estan esterificadas con acido
acético en residuos de Xilp mono y di-O-acetilados en polisacdridos y oligosacaridos. Estas
enzimas hacen que la cadena principal de xilano sea accesible para xilanasas y -
xilosidasa. Las enzimas que muestran esta capacidad se han clasificado mayoritariamente
en familias de esterasas de carbohidratos (CE) 1, 4, 5y 6 (Biely et al., 2013; Neumuller et
al., 2015). Las acetilxilano esterasas de la familia CE4 difieren del resto al requerir la
desacetilacién de la posicion 2 o 3 y un grupo hidroxilo vecinal libre, lo que significa que
las acetilxilano esterasas CE4 no atacan los residuos de Xilp doblemente acetilados.
Ninguna de las enzimas en las cuatro familias mencionadas (CE1,CE4, CE5 y CE6) puede
desacetilar la posicion 3 en residuos de Xilp sustituidos con MeGIcA, éste representa una

barrera estérica para las esterasas (Uhliarikova et al., 2013) (Figura 21).

Recientemente se observd una nueva actividad en un sustrato polimérico, capaz de
desacetilar estos XOS de Xilp sustituidos con MeGlIcA, es la acetil esterasa clasificada en

una nueva familia, CE16 de Trichoderma reesei (Puchart et al., 2016).

Por lo tanto para lograr la despolimerizacién de los xilanos similares a los encontrados en
el Eucalyptus es necesario que la endoxilanasa se acompafie de la accion de B-xilosidasa,
a-glucuronidasa, acetil xilano esterasas actuando todas de manera sinérgica (Biely, Singh
and Puchart, 2016).
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El sistema xilanolitico se ha reportado en una gran diversidad de organismos incluyendo
plantas como en el caso de la semilla de la cebada y el polen del maiz (Banik, Garrett y
Fincher, 1996; Bih et al., 1999) y animales (Ni y Tokuda, 2013). Sin embargo las mas
reportadas han sido en bacterias (Chakdar et al., 2016), actinobacterias (Pennacchio et

al., 2018), hongos filamentosos y levaduras (Sharma y Kumar, 2013).

2.4.3.1.  Endoxilanasas (EC 3.2.1.8)

Se ha reportado que una cepa puede producir multiples xilanasas. Estas pueden tener
diferentes propiedades fisicoquimicas, estructura, actividad especifica, para mejorar la
eficiencia y el grado de hidrolisis (Gilbert y Hazlewood, 1993). Ademas de la multiplicidad
de las xilanasas, varias presentan mas de un dominio que apoyan a su actividad, por
ejemplo presentan dominios de unién al xilano, dominio de unién a la celulosa y dominio
de unién a los celulosomas. Estos dominios se pliegan y funcionan de forma
independiente y estdn unidos mediante regiones cortas (Irwin, Jung y Wilson, 1994; Black
et al., 1996, 1997; Hayashi et al., 1997). La mayoria de las XLN son extracelulares debido

a que su sustrato es demasiado grande para ingresar a la célula.

Dentro de la familia GH10, se incluyen principalmente endo-B-1,4-xilanasas, y en menor
medida B-1,3-xilanasas y celobiohidrolasas. El espectro de sustratos que aceptan las
enzimas de esta familia es amplio, ya que pueden hidrolizar varias formas de xilano
diferentes, con variables grados de ramificacién y sustituciones y cadena principal
formada por monosacaridos distintos a la xilosa (Kolenova, Vrsanska y Biely, 2006). En
general estas enzimas tienen un peso molecular alto y su dominio catalitico tiene forma
cilindrica y lateralmente tiene forma de bowl! (Collins, Gerday y Feller, 2005) esto
generaria mayor flexibilidad conformacional y explicaria la menor especificidad de
sustrato de las GH10 sobre las GH11 (Sharma y Kumar, 2013).

En el caso de la familia GH11, Unicamente compuesta por endoxilanasas, su versatilidad
catalitica es menor que las de la familia GH10 y son mayoritariamente activas en
xilooligosacaridos de cadena larga. Preferiblemente escinden las regiones no sustituidas
de la cadena principal, como se describié anteriormente. Las endo-1,4-B-xilanasas de
GH11 son mas pequefias y estan bien empaquetadas con una organizacion de l[aminas B
y forman una hendidura en la que se acomoda una cadena de cinco a siete residuos de
xilosa y los productos principales son xilobiosa y xilotriosa que pueden ser posteriormente
hidrolizados por las xilanasas de la familia GH10 o por B-xilosidasas (Hakulinen et al.,
2003).

Las xilanasas siguen los mecanismos cataliticos, ya explicados, de retencidn o inversion
de la configuracién. La mayoria de las xilanasas estudiadas son de origen fungico o

bacteriano y en la mayoria de los casos en general son activas a temperaturas de 40 — 60
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°Cy a pH neutro (en el caso de las de origen bacteriano) o acido (particularmente en las
de origen fungico) (Borges et al., 2014; Bagewadi, Mulla y Ninnekar, 2016; Liu et al.,
2018). Sin embargo se han reportado xilanasas que son estables y activas en condiciones
extremas de pH (Akhavan Sepahy, Ghazi y Akhavan Sepahy, 2011) y temperatura (Liebl et
al., 2008; Duarte et al., 2018).

2.4.3.2.  PB-xilosidasas (BXS)

Las B-xilosidasas son glicosilhidrolasas que catalizan la hidrélisis de la xilobiosa y otros
pequefios xilooligosacaridos con la liberacion de xilosa. Estas enzimas son de suma
importancia en la hidrélisis del xilano, debido a que las endoxilanasas son inhibidas por
los pequefios xilooligosacaridos formados por ellas mismas (de Vargas Andrade et al.,
2004). Las B-xilosidasas (EC 3.2.1.37) purificadas usualmente no hidrolizan el polimero de
xilano y su afinidad por los XOS es inversamente proporcional a la complejidad de éstos

y se encontrd que la xilobiosa es el mejor sustrato para estas enzimas (Carro et al., 2016).

Tienen pesos moleculares altos de 60 a 260 kDa, y dependiendo de su origen, el pH
optimo es entre 4.0 y 5.0 con temperaturas éptimas de 40 a 80 °C en el caso de las
enzimas fungicas (Rizzatti et al., 2001; Mhetras, Liddell y Gokhale, 2016; Terrasan, Guisan
y Carmona, 2016). Por otro lado aquellas B-xilosidasas de origen bacteriano muestran
actividades dptimas a pH mads neutros alrededor de pH 6 y 6.5 y temperaturas mayores
(70—90°C) (Shaoetal., 2011; Shi et al., 2013; Bhalla, Bischoff y Sani, 2014; Li et al., 2018).

Muchas BXS tienen ademas actividad a-L-arabinofuranosidasa (Sweeney y Xu, 2012).

En los hongos filamentosos en general estas enzimas se encuentran en el micelio o en
menor medida liberadas al medio de cultivo, las BXS de bacterias y levaduras en general
estan asociadas a las membranas (Polizeli et al., 2005). Sin embargo se reporté una BXS

extracelular en una cepa de Pseudozyma hubeiensis (Mhetras, Liddell y Gokhale, 2016).

2.4.3.3.  Otras aplicaciones de las xilanasas
Al igual que las celulasas, las xilanasas son de interés en varias industrias. Se utilizan en

conjunto con celulasas y pectinasas en la industria alimentaria y agricola En la industria
papelera, para la etapa del blanqueo de la pulpa, permitiendo un importante ahorro de
las sustancias quimicas empleadas en el proceso y disminuyendo la produccion de

contaminantes (Harris y Ramalingam, 2010; Valls et al., 2011).

Otras aplicaciones incluyen su uso en productos de panificacién como el pan, con el fin
de degradar las hemicelulosas del trigo, lo que aumenta la absorcion de agua por la masa
en el momento del leudado. Este efecto ayuda a la redistribucién del agua y por lo tanto
deja a la masa mas suave y manejable para amasar (Harris y Ramalingam, 2010). Las

xilanasas se usan generalmente en la produccién del pan para mejorar formacién de la
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miga, mejorando las propiedades reoldgicas de la masa vy la calidad total del pan (Messia
et al., 2016). Otros estudios muestran que la incorporacion de las xilanasas en la masa
aumenta la vida util del pan formado y el volumen (Butt et al., 2008; Serventi, Skibsted y
Kidmose, 2016). La aplicacién de las xilanasas en la industria farmacéutica, hasta la
actualidad es bastante limitada, sin embargo se han utilizado en algunos suplementos

dietéticos en combinacion con otras enzimas (Moure et al., 2006).

2.4.4. Produccion de celulasas y xilanasas

Al procesar grandes cantidades de biomasa lignoceluldsica, los costos de los pasos de
conversiéon de biomasa, especialmente el pretratamiento y la degradacion enzimatica de
la materia prima, se transforman en un factor muy importante. Hoy en dia, la baja
rentabilidad de la conversién de celulosa a un hidrolizado fermentable es una importante
barrera para la utilizacién de la biomasa celuldsica a nivel industrial (Hahn-Hagerdal et
al., 2006). Se deben entonces optimizar los pasos de pretratamiento por un lado, pero
por el otro se debe trabajar en disminuir los costos por el uso de las enzimas. Para lograr
este cometido, varios enfoques se desarrollan a lo largo del mundo, uno de ellos es

disminuir los costos de produccién de las enzimas (Grunwald, 2012).

Se han estudiado la produccion de celulasas y xilanasas por diferentes microorganismos
y también la influencia de diferentes factores nutricionales y condiciones ambientales
(Singhania et al., 2010).

Entre ellos la fuente de carbono es de gran importancia para la produccion de ambas
enzimas. En general, al comenzar el estudio de la produccién de las enzimas en una cepa
determinada (que no sea genéticamente modificada), se utilizan los polimeros
comerciales, en el caso de la celulasa se utiliza carboximetilcelulosa (CMC) o celulosa
microcristalina (AVICEL) (Asha et al., 2012; Qaisar et al., 2014; Rong et al., 2015; Hero et
al., 2017), mientras que en el caso de las xilanasas, diferentes xilanos de haya, de avena,
y otros origenes disponibles comercialmente (Amore et al., 2015; Liu et al., 2018). En
general luego de realizada esta etapa inicial se estudia los medios de cultivo para conocer

la capacidad de las cepa de producir la enzima en diversas situaciones.

Se han probado diferentes residuos agroindustriales, para encontrar uno que sea capaz
de sustentar el crecimiento del microorganismo asi como estimular la produccién de la
enzima de interés. Las fuentes de carbono utilizada en la mayoria de los cultivos para
producir celulasa son biomasa lignoceluldsica que van desde paja, cascaras de cereales
y legumbres, salvado de arroz o trigo, bagazo, desechos de la industria papelera, entre
otros (Singh et al., 2014; Yoon et al., 2014; Kshirsagar et al., 2016). En el caso de las
xilanasas, residuos con altos contenidos de hemicelulosa se han probado como salvado

de trigo, salvado de arroz, harina de soja, paja de sorgo, bagazo de cafia de azUcar. Se
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han encontrado altas producciones de xilanasas tanto en bacterias como en hongos
(Adhyaru, Bhatt y Modi, 2014; Zhang y Sang, 2015; Florencio et al., 2016).

Otro factor que influye en la produccion enzimatica y que se investiga intensamente es
la diferencia de produccion en estado liquido (o fermentacion sumergida SmF de sus
siglas en inglés) o en estado sdlido (SSF). Ambas formas tienen sus ventajas y desventajas.
La fermentacion sumergida se ha definido como fermentacién en presencia de exceso de
agua. Casi todas las instalaciones de produccién de enzimas a escala industrial utilizan la
tecnologia de SmF debido a una mayor facilidad en el manejo y control de los parametros
operacionales (Singhania et al., 2010). En el caso de los hongos filamentosos, durante las
ultimas dos décadas, la SSF ha tomado interés debido a la produccion de grandes
cantidades de enzimas. La fermentacién en fase solida se define como la fermentacion
en ausencia de agua libre. En este caso el tipo de sustrato lignoceluldsico es el pardmetro
de mayor impacto en la produccion de celulasas y xilanasas. La optimizacion de las
condiciones de SSF, puede mejorar aun mas la economia de produccion general (Yoon et
al., 2014). Ofrece ventajas sobre SmF en relacién a una mayor productividad volumétrica,
una mayor concentracion de productos, un menor volumen de efluentes y una baja
represion catabdlica por los productos enzimaticos. Sin embargo, la variabilidad de la
composicion del material vegetal, la contaminacidon microbiana, la dificultad en la
medicién de parametros y el disefilo de reactores eficientes son las principales

desventajas de esta tecnologia (Hansen et al., 2015).

Otros parametros como la temperatura y el pH, también influyen en la produccién y
estabilidad de la enzima (Polizeli et al., 2005; Chakdar et al., 2016). Es importante también
la consideracion del tiempo de la fermentacion y el tamafio inicial del indculo (Yoon et
al., 2014).

2.4.5. Busqueda de biocatalizadores

La exploracion de los diversos nichos ecolégicos en busqueda de nuevos
microorganismos reveld la gran diversidad de especies que viven en habitats bien
distintos (Ceccato-Antonini, Brito Codato, et al., 2017). Entre las numerosas especies
descubiertas en habitats especificos e inusuales, es probable que muchas posean
enzimas, rutas metabdlicas y exhiban propiedades fisioldgicas valiosas para aplicaciones
biotecnoldgicas (Deak, 2009). Por lo tanto, una estrategia Util, que se utiliza desde finales
del siglo XX, en la obtencién de los sistemas enzimaticos, es la busqueda de

microorganismos productores de los mismos a partir de diferentes habitats naturales.

Como ejemplo de esta estrategia, el caso del hongo Trichoderma reesei. Es uno de los
microorganismos mas importantes para la industria de la biorrefineria debido a la

variedad de celulasas que produce. El mismo fue aislado de los equipos de algoddn en
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descomposicion del Ejército de EE. UU. en las Islas Salomdn durante la Segunda Guerra
Mundial hace poco mas de setenta aflos (Bischof, Ramoni y Seiboth, 2016). Nuevos y

numerosos intentos de obtener cepas innovadoras se han realizado desde esa fecha.

En la degradacion de las paredes celulares de plantas participan diversos
microorganismos, entre ellos los hongos constituyen un grupo importante debido a que
pueden colonizar los tejidos vegetales usando diferentes estrategias, pueden ser
patdgenos, saprofitos o simbiontes. Mediante el aislamiento de estos microorganismosy
los posteriores estudios genéticos se han descubierto los sistemas enzimaticos adquiridos
por los diferentes tipos de hongos filamentosos que se usan para degradar los polimeros
en fuentes de carbono asimilables (Bertrand et al., 2016). Se han aislado hongos
filamentosos aerobios degradadores de plantas a partir de diferentes ambientes donde
hay madera y plantas en descomposicion. En este sentido, se aislaron a partir de madera
apilada en descomposicién, algunas especies como son Pleorotus ostreatus, Ganoderma
lucidon, Agrocybe aeregita y Lepista nuda, los cuales presentaron actividad xilanasa
(Menezes, da Silva y Zachia, 2017). También se han reportado aislamientos del género
Aspergillus con actividad xilanasa vy libres de actividad celulasa a partir de muestras de
suelo, compost de hojas y desechos de la industria papelera (Kalim y Mazhar, 2016). Por
otro lado, se han aislado a partir de ambientes acuaticos como sedimentos de manglares
y arena de coral las especies Inonotus tropicalis y Cerrena unicolor con actividad
ligninolitica y Chaetomium globosum y Chaetomium brasiliense que mostraron
excepcional actividad celulolitica. Estos hongos se cultivaron en conjunto con la finalidad
de degradar el material lignocelulésico como paja de trigo y bagazo de cafia de azlcar

(Ramarajan y Sumathi Manohar, 2017).

Dentro del reino fungi también las levaduras son de gran interés biotecnoldgico. Estos
microorganismos son capaces de hidrolizar celulosa y/o hemicelulosa y se han reportado
aislamientos tanto de especies enddfitas como de muestras de suelo o desechos ricos en
material lignoceluldsico. Se puede citar la produccion de biosurfactantes a partir de paja
de trigo pretratada por una levadura del género Pseudozyma (Faria et al., 2014) lo que
indica la presencia de enzimas hidroliticas capaces de degradar los polimeros del material
lignoceluldsico y convertirlo en otros productos. Una levadura identificada como
Cystobasidium oligophagum aislada de suelo rico con material lignoceluldsico en
descomposicion produjo lipidos a partir de carboximetilcelulosa (Vyas y Chhabra, 2017).
Otros productos que se han obtenido del uso de lignoceluldsicos como fuente de carbono
en un sistema de sacarificacion y fermentacion simultdaneas utilizando enzimas
comerciales y fermentado por levaduras aisladas como Saccharomyces sp. y Cdndida sp.

son xilitol y etanol (Latif y Rajoka, 2001; Ceccato-Antonini, Brito Codato, et al., 2017).
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En la mayoria de los ambientes naturales, tanto de condiciones extremas como no, se
han aislado bacterias capaces de degradar el material lignoceluldsico. Por lo tanto pueden
ser consideradas como una importantisima fuente de enzimas degradadoras (Ahmed,
Babalola y Mckay, 2017). Las bacterias aerobias, de las cuales se han aislado enzimas
celulasas, xilanasas y lignino peroxidasas y lacasas se encuentran generalmente en el
suelo cerca de material lignoceluldsico. Un ejemplo de esto es el estudio realizado en El
Chaco, en Argentina, donde analizaron la diversidad bacteriana de los suelos cercanos a
un bosque en el que encontraron al menos diez filos distintos de bacterias, varias de las
cuales son conocidas productoras de celulasas como Acidothermus, Micromonospora,
Streptomyces, Paenibacillus y Pseudomonas (Talia et al., 2012). Otro ejemplo son las pilas
de compost, de la que aislé una bacteria Bacillus altitudinis, con capacidad de producir
altas concentraciones de xilanasa en un medio con paja de sorgo (Adhyaru, Bhatt y Modi,
2014).

Los enddfitos son un grupo muy diverso de microorganismos presentes en la mayoria de
las plantas (si no todas) sin causar sintomas externos y se han estudiado intensamente
debido a su relacién simbidtica con las plantas y también debido a su potencial
biotecnoldgico como agentes de control de plagas y como fuentes de metabolitos
secundarios, incluidas sustancias bioactivas (Saikonnen et al, 1998). Estos
microorganismos, al igual que los hongos patégenos de plantas, deben degradar la pared
celular vegetal para infectar y también para competir con una multitud de otros
organismos. Se han reportado microorganismos endéfitos productores de enzimas que
degradan el material vegetal, incluidas hidrolasas, como celulasas, xilanasas, amilasas y
pectinasas, y enzimas ligninoliticas oxidativas (Bischoff et al., 2009; Procdpio et al., 2009;
De Almeida et al., 2011; Rajesh y Ravishankar Rai, 2013). Mediante la produccién de estas
enzimas, invaden y colonizan los tejidos vegetales y también obtienen nutrientes
(Marques et al., 2018). Estos microorganismos resultan interesantes para la busqueda de

enzimas con actividad hidrolitica.

2.5. Justificacion de la investigacion

El consenso de que los seres humanos estan causando el calentamiento global es
compartido por el 90% -100% de los cientificos que estudian el clima (Cook et al., 2016).
Continuando con la tendencia de calentamiento a largo plazo del planeta, las
temperaturas promedio en 2017 fueron 0.90 grados Celsius mas cdlidas que el promedio
de 1951 a 1980, segun los cientificos del Instituto Goddard de Estudios Espaciales (GISS)
de la NASA (Goddar Insitute for Space Studies, 2018) (ver Figura 22).
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Figura 22- Distribucion de diferencias de temperatura terrestre entre promedios 2013-2017 (T final) y promedios de
referencia 1951-1980 (T inicial), seguin un analisis del Instituto Goddard de Estudios Espaciales de la NASA. Los rojos
muestran regiones de mayor calentamiento en el polo norte (NASA / GSFC / Scientific Visualization Studio).

Este cambio climatico es impulsado en gran medida por el aumento de diéxido de
carbono y otras emisiones en la atmodsfera (National Oceanic and Atmospheric
Administration, 2018). Estas alteraciones a nivel global han forzado a nuestra sociedad a
demandar entre otras cosas, productos sostenibles. Es en esta busqueda de soluciones
gue surge la idea de obtener estos nuevos productos a partir de recursos naturales
renovables y asi disminuir la dependencia actual de los recursos fésiles y fijar la tasa de

produccion de CO; a su tasa de consumo.

En este sentido, el uso de la biomasa lignoceluldsica es una de las alternativas mas
prometedoras (Mussatto, 2016). La biomasa se genera a partir del CO; atmosférico
disponible, el aguay la luz solar a través de la fotosintesis. Por lo tanto, se ha considerado
gue la biomasa es la Unica fuente sostenible de carbono orgdnico en la tierra y el
equivalente perfecto al petréleo para la producciéon de combustibles y nuevos productos
con emisiones netas de carbono iguales a cero. Ademas, es una materia prima renovable

en abundancia y esta disponible en todo el mundo (Hadar, 2013).

El desarrollo de la biorrefineria tiene dos objetivos estratégicos: el desplazamiento del
uso del petrdleo a favor de las materias primas renovables (objetivo energético) vy el
establecimiento de una industria robusta a partir de la biomasa (objetivo econémico). El
objetivo energético se aborda mediante el esfuerzo actual dirigido a la produccion de
etanol, biodiesel y la produccién de otros biocombustibles (butanol) para desplazar parte
del petréleo actualmente utilizado. Pero a pesar de su gran volumen, el combustible es

un producto de bajo valor econémico, por lo que el retorno de la inversidon en
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operaciones sélo con biocombustibles presenta una barrera significativa para lograr el
objetivo econdmico de la biorrefineria. Para cambiar esta realidad, se deben desarrollar
otros productos de mayor valor agregado (Bozell y Petersen, 2010; Isikgor y C. Remzi
Becer, 2015).

El Uruguay es un pais netamente agro-productor, por lo que la existencia de fuentes
renovables es una realidad, a este hecho se suma la necesidad de desarrollar tecnologias
innovadoras, amigables con el medio ambiente y adaptables a estos recursos locales. Bajo
estas premisas se enmarcan los objetivos de esta tesis, los cuales intentan acercarse
desde una optica multidisciplinaria, al estudio del uso de enzimas xilanasas y celulasas
obtenidas a partir de microorganismos aislados de fuentes naturales, para obtener
azucares fermentables y otros productos de alto valor agregado a partir materiales

renovables (biomasa lignoceluldsica) como la corteza de Eucalyptus dunnii.
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3. Objetivos de la tesis

3.1. Objetivo general

Obtener microorganismos productores de xilanasas y celulasas para contribuir al proceso
de degradacion de desechos forestales lignoceluldsicos con el fin de obtener azlcares

para su potencial uso en la produccién de bioetanol.

3.2.0bjetivos especificos

3.2.1 Aislar microorganismos a partir de habitats naturales ricos en celulosa y
hemicelulosa.
3.2.2 Seleccionar microorganismos con actividad celulasa y xilanasa, a partir de los

microorganismos aislados en 3.2.1, mediante un cribado cualitativo.

3.2.3 Seleccionar microorganismos, a partir de aquellos elegidos en 3.2.2, con buena

actividad celulasa y xilanasa mediante un cribado cuantitativo.
3.2.4 Identificar los microorganismos seleccionados en 3.2.3.

3.2.5 Seleccionar el medio de cultivo apropiado y el tiempo 6ptimo para la mayor
produccion de celulasa y xilanasa mediante los microorganismos seleccionados
en 3.2.3.

3.2.6 Caracterizar las enzimas celulasa y xilanasa mediante sustratos modelo.

3.2.7 Estudiar la posible aplicacién de las enzimas celulasa y xilanasa obtenidas.
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4.  Aislamiento de microorganismos a partir

de habitats naturales ricos en celulosa y
hemicelulosa.

4.1. Metodologia

Los aislamientos de microorganismos se realizaron a partir de: a) tejidos vegetales

internos con la finalidad de aislar microorganismos enddfitos; b) superficies vegetales
para el aislamiento de microorganismos epifitos. Los érganos vegetales utilizados fueron
ramas, cortezay hojas de un arbol de Eucalyptus globulus que se encuentra en la Facultad
de Agronomia, Montevideo, Uruguay. Se recolectaron las muestras de un arbol que no

mostrara signos de enfermedad.

Los aislamientos se realizaron en los meses de marzo de 2015 y febrero de 2016. Un

esquema de la metologia seguida se muestra en la Figura 23.
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Figura 23 - Esquema de aislamiento de microorganismos a partir de diferentes

teijos de E. dunnii
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4.1.1. Aislamiento de microorganismos endofitos

La metodologia que se empled para el aislamiento de microorganismos endoéfitos fue la
desarrollada por nuestro grupo de trabajo en el Laboratorio de Biocatdlisis vy
Biotransformaciones (LBB) de Facultad de Quimica, UdelaR. La misma consiste en un
procedimiento de desinfeccion del tejido vegetal y manipulacion aséptica con material

estéril (Rodriguez et al., 2007; Rodriguez, Gonzalez y Rodriguez Giordano, 2016).

El procedimiento seguido para la desinfecciéon del material vegetal se detalla a
continuacion (en el caso de las ramas previamente fueron peladas con cuchillo estéril,

corteza y hojas se siguié directamente el procedimiento):

1) Se sumergieron en una solucién de Hipoclorito de sodio 10% durante 3 minutos

No

Se enjuagaron dos veces con agua destilada estéril

H W

Se enjuagaron dos veces con agua destilada estéril

Ul

)
) Se sumergieron en etanol 70% durante 3 minutos
)
) Se secaron con papel de filtro estéril

Para verificar que el proceso de desinfeccién fue adecuado se Ilevd a cabo el control del
mismo mediante la impresién del material vegetal desinfectado en los medios de cultivo
Tryptic Soy Agar (TSA) (Sigma-Aldrich) y Potato Dextrose Agar (PDA) (Difco ®). Las placas
se incubaron a 28 °C durante 96 horas. No se observé crecimiento luego de transcurrido
el tiempo de incubacion en ninguno de los ensayos de procedimientos de desinfeccion,
lo que significa que el proceso de desinfeccion de la superficie del tejido vegetal fue

satisfactorio.

Posteriormente, el material vegetal se corté con cuchillo estéril y trozos de material
desinfectados se incubaron de forma tal de aislar el maximo nimero de microorganismos
posibles. Para ello se realizd, por un lado, la siembra del material vegetal en medios
liquidos y por otra parte en medios sélidos. En ambas estrategias se utilizaron medios de
cultivo nutrientes y medios de cultivos minimos utilizando como fuente de carbono en
estos ultimos carboximenticelulosa (CMC) (comercial) o xilano de haya (Sigma-Aldrich). A

continuacién se describe la metodologia seguida en cada caso.

- Enriquecimiento en los medios de cultivos liquidos Tryptic Soy Broth, (TSB) (Sigma-
Aldrich) y M9, para el aislamiento de bacterias y Potato Dextrose Broth (PDB) (Difco ®) e
Yeast Nitrogen Base (YNB) (Difco ®) para el aislamiento de hongos. Se agregaron 2 g de
trozos del material vegetal desinfectado a cada uno de los caldos de enriquecimiento y
se incubaron a 28 °Cy 150 rpm en Shaker (IKA KS 4000 ic). Cuando se evidencio turbidez
en los caldos debido al crecimiento microbiano desarrollado se procedié a realizar un

subcultivo (dilucion 1/10) de los mismos en los medios de cultivo M9, para la
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recuperacion de bacterias, e YNB, para hongos, adicionados con carboximetilcelulosa
(CMC) o xilano de haya como fuente de carbono y energia. Esta metodologia de
subcultivo en medio minimo, se llevd a cabo 2 veces, de forma de seleccionar

microorganismos con las actividades hidroliticas buscadas.

Al evidenciar crecimiento por turbidez en los caldos, en cada una de las etapas, se
procedid a realizar un aislamiento en superficie (se sembraron 100 pl del cultivo de
diluciones apropiadas) en los medios de cultivo nutrientes: TSA y PDA. Las placas se
incubaron a 28°C y se observaron cada 24 horas hasta las 96 horas re-aislando los

microorganismos que crecieron en nuevas placas.

- Siembra directa del material vegetal en los medios sélidos TSA y M9 agar con CMC /
Xilano para el crecimiento de bacterias; PDA e YNB agar con CMC / Xilano para la
recuperacion de hongos. Las placas se incubaron a 28 °C y se observaron diariamente.
Las colonias desarrolladas se reaislaron mediante estrias en placas de TSA y PDA para

obtener cultivos puros.

4.1.2. Aislamiento de microorganismos epifitos

Se llevd a cabo de igual forma que seguida para enddéfitos pero sin la etapa de
desinfeccién del tejido vegetal. En este caso en los medios liquidos se agregd 1 g de

material.

4.1.3. Conservacion de cepas microbianas

Los crecimientos microbianos obtenidos en ambas estrategias se aislaron y se
conservaron. En el caso de bacterias y levaduras el procedimiento empleado fue el de
crioconservacion, para lo cual se realizaron suspensiones microbianas en glicerol (Sigma-
Aldrich) al 17 %y se conservaron en freezer a -70 °C. Los hongos filamentosos se crecieron
en tubos de PDA y se les adiciond vaselina estéril para conservarlos en atmdsfera carente
de oxigeno. Se conservaron ademas trozos de agar con crecimiento en viales con agua
estéril. Ambos métodos se conservan a temperatura de 4 °C realizando subcultivos de los

mismos cada 8 meses.
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4.2.Resultados y discusion

En los ultimos afios, la produccién competitiva de biocombustibles renovables
alternativos ha estimulado la investigacion de nuevos microorganismos como fuente de
celulasas y xilanasas altamente activas y especificas. Se pueden enumerar varias ventajas
de estas nuevas cepas tales como presentar una tasa de crecimiento rapida, produccion
de enzimas que a menudo son mas efectivas debido a una menor inhibicion por producto
y produccion de un sistema completo multienzimatico para una conversion eficiente de
la lignocelulosa en azucares fermentables (Ventorino et al., 2015). En este contexto, se
debe prestar especial atencién a la exploracion de la biodiversidad de nichos naturales
de donde estos microorganismos productores de celulasas y xilanasas puedan aislarse y
caracterizarse. Desde el punto de vista microbiolédgico, la biomasa lignoceluldsica
representa un ecosistema complejo en el que las condiciones ambientales influyen en los
organismos vivos y en particular, los factores quimicos (pH y salinidad) y fisicos
(temperatura, presion y radiacién) pueden ejercer una presion selectiva sobre la
biodiversidad de los microorganismos (van den Burg, 2003). Como consecuencia, las
comunidades microbianas autdctonas pueden prevalecer sobre otros microorganismos
porque han evolucionado para adaptarse a estas condiciones (Suto et al., 2002; Ghio et
al., 2012; Robledo et al.,, 2015; Vyas y Chhabra, 2017).

Existen diversos trabajos en donde se describe el aislamiento de microorganismos a partir
de arboles de Eucalyptus. Estos estudios fueron realizados con diferentes objetivos como
ser conocer la distribucién de los microorganismos en los diferentes niveles del arbol. En
nuestro pais, el equipo de Bettucci del Laboratorio de Micologia de la Facultad de
Ciencias, Udelar, ha realizado el estudio de hongos enddfitos de diferentes partes de
Eucalyptus, centrandose por un lado en el rol de los hongos de la pudricion blanca de la
madera mediante el estudio del sistema enzimatico ligninolitico presente en los mismos
y por otra parte en el estudio de la distribucién de los diferentes géneros fungicos a lo
largo del arbol (Bettucci y Saravay, 1993; Bettucci y Alonso, 1997; Bettucci, Alonso y
Tiscornia, 1999; Simeto et al., 2005).

También se describen aislamientos de microorganismos de Eucalyptus para analizar si
juegan un rol al momento de la descomposicién del vegetal, es asi que el grupo de
Ventorino explord la diversidad bacteriana en diferentes estados de degradacién de un
Eucalyptus y otras especies de arboles y sefialaron que se encontré una comunidad
altamente compleja de bacterias, de las cuales fueron aisladas aquellas que degradan
eficientemente la celulosa y hemicelulosa (Ventorino et al., 2015). Estos antecedentes
muestran la posibilidad de obtener microorganismos con diferentes actividades

enzimaticas a partir de Eucalyptus.
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En esta tesis se propuso conseguir la mayor cantidad de aislamientos con el objetivo de
poder obtener microorganismos productores de enzimas xilanasas y celulasa. Fue por
esta razén que se realizaron los aislamientos siguiendo diferentes estrategias de cultivo
y empleando tejidos vegetales externos e internos para aislar microorganismos epifitos y

enddfitos del arbol de Eucalyptus globulus.

Se logro un total de 143 aislamientos microbianos, de los cuales 37 fueron aislamientos
a partir de hojas, 54 de ramas y 52 de corteza. Los microorganismos se dividieron en
bacterias (B), levaduras (L) u hongos filamentosos (HF), de acuerdo a la observacién de
caracteres morfoldgicos macro y microscépicos. Los datos de los aislamientos se
encuentran en la Tabla 4 y se muestran junto con el origen, el tipo de aislamiento vy si

provino de alguna etapa de enriquecimiento.

Inicialmente se recuperaron todos los microorganismos, aungue tuvieran caracteristicas
morfoldgicas similares y se los tratd como aislamientos distintos. La mayoria de los
hongos provino del aislamiento inicial (83 %), sin etapa posterior de enriquecimiento,
mientras que las bacterias y levaduras provinieron en su mayoria de los medios con

sucesivas etapas de presion selectiva (84 %).

Tabla 4- Aislamientos. Codigo: dado al aislamiento para su identificacion, Tipo de aislamiento: Epifito o enddfito,
Origen: ramas, corteza u hojas, Enriquecimiento: si provino del aislamiento inicial o alguin subcultivo

BACTERIAS LEVADURAS
Cédigo .Tlpo'de Origen 'Etapa? d.e Cédigo 'Tlpo.de Origen .Etapaf d.e

aislamiento enriquecimiento aislamiento enriquecimiento
EBV10_1 Epif Ramas | Aislamiento inicial EBV12_15A Epif Ramas ler subcultivo
EBV10_2 Epif Ramas | Aislamiento inicial EBV13 37 Epif Ramas ler subcultivo
EBV10 3 End Ramas | Aislamiento inicial EBV16_44 Epif Ramas A'Sliirizi';mo
EBV10 4 End Ramas | Aislamiento inicial EBV96_64 Epif Corteza 2do subcultivo
EBV10_5 End Ramas | Aislamiento inicial EBV96_86 Epif Hojas 2do subcultivo
EBV10_7 End Ramas | Aislamiento inicial EBV97_87 Epif Hojas 2do subcultivo
EBV11 12 Epif Ramas | Aislamiento inicial
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BACTERIAS

Gy ai;iapr:issto Origen enriitjaepc?r:ie;nto
EBV12_13 A End Ramas ler subcultivo HONGOS FILAMENTOSOS
EBV12 13 B End Ramas ler subcultivo Cédigo ai:;:apr:igsto Origen enrigﬁgc?r:ifento
EBV12 14 End Ramas | ler subcultivo EBV11 10 A Epif Ramas Ai5|iiri:ii:|nt°
EBV12 158 Epif Ramas | ler subcultivo EBV11_10_B Epif Ramas Ai5|ii?2::|nt°
EBV12_16 End Ramas | 2do subcultivo EBV11 11 Epif Ramas Ai5|iiri:::|nt°
EBV12_17 End Ramas | 1ler subcultivo EBV11 8 Epif Ramas Ai5|iiri:ii:|”t°
EBV12 18 Epif Ramas | ler subcultivo EBV11 9 Epif Ramas Ais';?;:jlnto
EBV12 19 A End Ramas | ler subcultivo EBV13 25 Epif Ramas Ais'ﬂ:::lnm
EBV12_19 B End Ramas | 1ler subcultivo EBV13_26 End Ramas Ais'iiri:ii;”to
EBV12 21 A End Ramas | 2do subcultivo EBV13_27 End Ramas Ai5|iiri::§|”t°
EBV12 21 B End Ramas | 2do subcultivo EBV13 28 Epif Ramas Ais'ﬂ:::lnm
EBV12_ 21 C End Ramas | 2do subcultivo EBV13_29 Epif Ramas Ais';:::;nto
EBV12 22 End Ramas | ler subcultivo EBV13_30 Epif Ramas Ai5|iiri::§|”t°
EBV12 23 A Epif Ramas | 2do subcultivo EBV13 31 End Ramas Ais';::;:lnto
EBV12_23 B Epif Ramas 2do subcultivo EBV14 43 End Ramas ler subcultivo
EBV12_24 End Ramas | 2do subcultivo EBV14_50 Epif Ramas Ais';:::;nto
EBV13_32 End Ramas | Aislamiento inicial EBV15_38 End Ramas Aisﬁriz:slnto
EBV13_34 End Ramas | ler subcultivo EBV15_39 End Ramas Ai5|iiri:::|nt°
EBV13_35 Epif Ramas ler subcultivo EBV15_40 End Ramas Ai5|ii:::§|nto
EBV13_36 Epif Ramas | ler subcultivo EBV94_10 End Corteza Ais';:;::lmo
EBV14 41 End Ramas 2do subcultivo EBV94 11 End Corteza Aisliiri:ii;nto
EBV14 42 End Ramas 2do subcultivo EBV94 12 End Corteza Aislii?;ii;nto
EBV17_45 End Ramas | 2do subcultivo EBV94_6 End Corteza Ais';:;::lmo
EBV17_46 End Ramas 2do subcultivo EBV94_7 End Corteza Ais';:::jlnto
EBV17_47 End Ramas | 2do subcultivo EBV94_9 End Corteza Ais';?;;:lnto
EBV17_48 End Ramas | Aislamiento inicial EBV95 13 End Corteza ler subcultivo
EBV17_49 End Ramas | Aislamiento inicial EBV95 14 End Corteza ler subcultivo
EBV94_1 Epif  |Corteza| lersubcultivo EBV9S_16 Epif Corteza Ais';?g::lmo
EBV94 2 Epif Corteza ler subcultivo EBV95_17 Epif Corteza Aisli::]ri:iizlnto
EBV94_3 End Corteza ler subcultivo EBVO5_18 A Epif Corteza Ai5|ii?2:§|nto
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BACTERIAS

Codigo .Tlpo'de Origen 'Etapa? d.e
aislamiento enriquecimiento
EBV94 4 End Corteza ler subcultivo HONGOS FEAMERTGSOS
EBV94 5 Epif | Corteza| ler subcultivo Codigo Tipode | o e Etapa de
aislamiento enriquecimiento
EBV94 8 End Corteza | Aislamiento inicial EBV95_18 B Epif Corteza AISliiri::;nto
EBV96_21_A Epif | Corteza| Aislamiento inicial EBVO5_19 Epif Corteza A'Sliiri:i'jlnto
EBV96_40 Epif  |Corteza| lersubcultivo EBV9S5_20 Epif Corteza A'Slii?;':lnto
EBV96_41 Epif  |Corteza| ler subcultivo EBVO5_21_C Epif Corteza A'Slii?;'jlnto
EBV96_42 Epif  |Corteza| ler subcultivo EBV9S 22 Epif Corteza A'Sliiri:i';nto
EBVO6_43A Epif Corteza 2do subcultivo EBV96_15 End Corteza ler subcultivo
EBV96_43B Epif  |Corteza| 2do subcultivo EBV96_23 End Hojas A'Sliiri:i'zlnto
EBVO6_44 End Corteza| ler subcultivo EBV96_24 End Hojas A'Sliiri:i'slnto
EBV96_45 End Corteza| 2do subcultivo EBV96_25 End Hojas A|s|iiri:i|:|nto
Aislami
EBV96_46 End | Corteza| 2do subcultivo EBV96_26 End Hojas 'Siiri:i'slnto
EBV96_47 End Corteza ler subcultivo EBV96 27 Epif Hojas A|S|iiri:;:|nto
EBV96_49 End Corteza | 2do subcultivo EBV96_28 Epif Hojas A|s|iiri:i|:|nto
EBV96_51 End Corteza | 2do subcultivo EBV96_29 Epif Hojas AISliiri::;nto
EBV96 52 End Corteza ler subcultivo EBV96_30_A Epif Hojas A|S|iiri:;:|nto
Aislami
EBV96_53 End Corteza | 1ler subcultivo EBV96_31 Epif Hojas |sii:rc1i|§|nto
Aislami
EBV96_54 End Corteza | 2do subcultivo EBV96_32 Epif Hojas |sii:r;i|:|nto
EBV96_55 End Corteza | 2do subcultivo EBV96_33 A Epif Hojas A|S|iir£;:|mo
Aislami
EBV96_57 End Corteza | 2do subcultivo EBV96_33 B Epif Hojas |sii:rc1i|§|nto
EBV96_60 Epif Corteza | 2do subcultivo EBV96 34 B Epif Hojas AIS';:Z;;MO
EBV96_61 Epif Corteza | 2do subcultivo EBV96_35 Epif Hojas A|S|iiri:;§|mo
Aislami
EBV96_62 Epif Corteza ler subcultivo EBV96_36 Epif Hojas |sii:rc1i|§|nto
EBV96_63 Epif Corteza ler subcultivo EBV96 37 Epif Hojas A|S|iir£;:|nto
EBV96_65 Epif Corteza 2do subcultivo EBV96 38 Epif Hojas A|S|iiri:;:lnto
EBV96_67 Epif Corteza 2do subcultivo EBV96_39 End Corteza 2do subcultivo
EBV96_68 Epif Corteza 2do subcultivo EBV96_50 End Corteza ler subcultivo
EBV97_34 Epif Hojas | Aislamiento inicial EBV96_56 End Corteza 2do subcultivo
EBV97_72 End Hojas ler subcultivo EBV96 58 Epif Corteza 2do subcultivo
EBV97_74 Epif Hojas ler subcultivo EBV99 80 B Epif Hojas ler subcultivo
EBV97_75 Epif Hojas 2do subcultivo EBV99_83 Epif Hojas ler subcultivo
EBV97_76 Epif Hojas 2do subcultivo EBV99 94 Epif Hojas A|S|ii?c];:lnto
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BACTERIAS
Tipo de . Etapa de
Codigo aislapmiento Origen enriqueri:imiento
EBV97_79 Epif Hojas ler subcultivo
EBV97_80_A Epif Hojas ler subcultivo
EBV97_81 Epif Hojas 2do subcultivo
EBV97_82 Epif Hojas 2do subcultivo
EBV97_84 Epif Hojas ler subcultivo
EBV97_89 Epif Hojas ler subcultivo
EBV97_90 Epif Hojas 2do subcultivo
EBV97 91 Epif Hojas ler subcultivo
EBV97_92 Epif Hojas ler subcultivo
EBV97_78 End Hojas ler subcultivo
EBV97_79 Epif Hojas ler subcultivo
EBV97_80_A Epif Hojas ler subcultivo
EBV97_81 Epif Hojas 2do subcultivo
EBV97_82 Epif Hojas 2do subcultivo
EBV97_84 Epif Hojas ler subcultivo
EBV97_89 Epif Hojas ler subcultivo
EBV97_90 Epif Hojas 2do subcultivo
EBV97_91 Epif Hojas ler subcultivo
EBV97_92 Epif Hojas ler subcultivo

En la Figura 24 se observa el arbol de E. globulus del cual se realizaron los aislamientos y
el enriquecimiento de los microorganismos presente en las ramas del arbol en los
diferentes medios de cultivo liquidos. En la Figura 25 se muestra el nimero de
aislamientos obtenidos en cada caso asi como el porcentaje de microorganismos

endofitos aislados.

Figura 24- Aislamientos. Izq: arbol de Eucalyptus globulus del cual se realizaron los aislamientos. Der: aislamientos en
matraces.
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Figura 25- Detalle de los aislamientos obtenidos de cada 6rgano vegetal.

Los aislamientos de microorganismos endofitos obtenidos en la tesis fueron de 16, 50 y
59% de las cepas aisladas de hojas, corteza y ramas, lo cual muestra la cantidad de estos
microorganismos que estan presentes en Eucalyptus. Dentro de los endéfitos aislados,
no se recuperd ninguna levadura. En ramas y corteza, la mayoria de los enddéfitos fueron
bacterias, mientras que aquellos obtenidos de las hojas, la mayoria fueron hongos

filamentosos.

Estos datos junto con los reportes anteriores, apoyan la hipdtesis desarrollada en esta

tesis para la busqueda de biocatalizadores diversos en un arbol de Eucalyptus.

4.3.Conclusiones

- Laestrategia utilizada en los aislamientos fue adecuada dado que se logré obtener
un amplio espectro de microorganismos a partir de las ramas, hojas y corteza del

arbol de Eucalyptus globulus estudiado.
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5. Cribado cualitativo y cuantitativo de

actividades xilanasa y celulasa

5.1. Metodologia

En la Figura 26 se muestra un esquema de los cribados realizados.

Cribado cualitativo
Del tatal de aislamientos

Crecimiento de cada uno en medio minimo solido con el agregado de CMC / XILANO

!

Luego de observar crecimiento se tifien las placas con rojo Congo (0,1%)

|

Se destifen con solucian de NaCl 1M

!

Observar halo de degradacion

!

Seleccion de aguellas con hale > 1 emn radio

Cribado cuantitativo

Se incubana 28°Cy 150
rpm

v

Se mide actividad celulasa/xilanasa en

Medio minimo
Ma S YNB
+

CMC/Xilano 0.5% p/v

Capitulo 6

sobrenadante
Meétodo DNS azicares reductores

v

Seleccidn de microorganismos

Medio nutriente
TSE /PDE
+

CMC/Xilano 0.5%

Identificacian por micmscupl‘a‘! -
técnicas moleculares

nidad enzimdtica: cantidad de enzima para
obtener 1 umol de eq. de glucosa/xilosa por
minuta, A 30 °C, pH4.8

Figura 26 - Esquema de los cribados realizados
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5.1.1. Cribado cualitativo de actividades celulasa vy
xilanasa

Todos los microorganismos aislados se sembraron en placas de Petri conteniendo los
medios de cultivo minimos M9/ YNB + agar 15 % + CMC o xilano de haya 0,5 %. Las placas
se incuban en estufa a 28 °C, durante 48 y 72 horas en el caso de bacterias y levaduras y
5 dias en el caso de los hongos filamentosos. Al observar crecimiento las placas fueron
tefiidas con una solucion acuosa al 0,1 % del colorante Rojo Congo (Sigma-Aldrich)
durante 20 minutos. Se descartd el sobrenadante y se lavd la placa dos veces, con una
solucién de NaCl 1M durante 20 minutos cada vez (Teather y Wood, 1982; Meddeb-
Mouelhi, Moisan y Beauregard, 2014). Se midié el radio del halo de degradacién

observado.

5.1.2. Cribado cuantitativo de actividades celulasa vy
xilanasa

Para realizar la cuantificacion de estas enzimas, los microorganismos seleccionados a
partir del cribado cualitativo. Se crecieron cada uno de ellos, en dos medios liquidos uno
nutriente y uno minimo, usando xilano de haya o CMC como inductor o fuente de
carbono. En esta etapa, se realizaron medidas enzimaticas a diferentes tiempos segun el
microorganismo en estudio. En el caso de las bacterias, se midié actividad a las 24 horas,
las levaduras a las 48 horas y 5 dias en los hongos filamentosos. A continuacién se

describe la metodologia empleada segun los microorganismos evaluados.

51.2.1. Bacterias

Cada una de las bacterias seleccionadas se sembré mediante estrias en una placa de Petri
con el medio de cultivo TSA y se incubd a 28 °C. Se inoculd una colonia en un tubo de
ensayo con 5 ml de TSB y se incubd a 28 °C y con una agitacion de 150 rpm. Al cabo de
24 horas, se inoculd en una proporcién 1/10 un matraz Erlenmeyer de 50 ml con 9 ml de
los medios TSB o M9 + xilano o CMC 0,5 %. Los medios se incubaron a 28 °C, 150 rpm
durante 24 horas. Se tomdé 1 ml del cultivo, se centrifugd en microcentrifuga (miniStar
Personal Centrifuge TOMOS Life Science Group) y del sobrenadante se midieron las

actividades enzimaticas correspondientes.

5.1.2.2. Levaduras

Las levaduras seleccionadas se sembraron mediante estrias en una placa de Petri con el
medio PDA vy se incubaron durante 48 horas a 28 °C. Luego de observar colonias aisladas,
se realizé un inéculo con una colonia en un tubo de ensayo con 5 ml de medio PDB. Los
tubos se incubaron a 28 °C y 150 rpm. Luego de 24 horas de crecimiento, se inoculd en

una proporcion 1/10 un matraz Erlenmeyer de 50 ml con 9 ml de medio PDB o YNB +
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xilano o CMC 0,5 %. Los cultivos se incubaron a 28 °C, 150 rpm durante 48 horas. Se tomd
1 ml del cultivo, se centrifugd en microcentrifuga y del sobrenadante se midieron las

actividades enzimaticas correspondientes.

5.1.2.3. Hongos filamentosos
Los hongos filamentosos seleccionados se sembraron en placas de Petri con el medio de

cultivo PDA y se incubaron a 28 °C durante 7 dias. Para realizar el inéculo se utilizé un
sacabocado y se cortd con él discos de 1 cm de didmetro de micelio crecido en el medio
PDA. Se tomaron 5 discos de micelio y se traspasaron a matraces Erlenmeyer de 50ml|
con 10 ml de medios PDB o YNB + xilano / CMC 0,5 %. Los cultivos se incubaron durante
5 dias a 28 °Cy con agitacion orbital a 150 rpm. Al finalizar el periodo se midié actividad

xilanasa o celulasa en los sobrenadantes.

5.1.3. Medida de actividad xilanasa

Procedimiento modificado de Bailey (Bailey, Biely y Poutanen, 1992)
En un tubo de ensayo se agregaron:

- 0.5 mlsolucion de extracto enzimatico

- 1.0 ml solucion de xilano 2 % en buffer citrato 0.05 M, pH 4.8

Se dejé en bafio de agua termostatizado (LAB-LINE, Modelo 18102A-1CEQ, Thermo
Scientific) a 30 °C durante 60 minutos. Al finalizar se tomaron 0.375 ml de medio de
reaccion a otro tubo y se agregaron 0.750 ml de solucién de acido 3,5-dinitrosalicilico
(DNS) (descrito en el anexo 12.2), se hirvieron los tubos de ensayo en bafio a 100 °C
durante 5 minutos, luego se enfriaron con un bafio de agua - hielo. Se agregaron 5 ml de

agua destilada y se midié la absorbancia a 540 nm.

Se realizaron los siguientes blancos:

- Blanco buffer (1.5 ml buffer citrato 0.05 M pH 4.8)

- Blanco xilano (1.0 ml solucién de xilano 2 % + 0.5 ml buffer citrato 0.05 M pH 4.8)

- Blanco enzima (1.0 ml buffer citrato 0.05 M pH 4.8 + 0,5 ml extracto enzimatico)
Curva de calibracion de xilosa

Los resultados obtenidos de las mediciones se calcularon mediante una curva de
calibracion de xilosa que se construyd cada vez que se prepard DNS. Las curvas realizadas

y la metodologia de las mismas se muestran en el anexo 12.3.1.

Unidades de actividad xilanasa
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Las unidades se expresan como la cantidad de enzima que libera un umol de equivalentes

de xilosa por minuto por mililitro de solucion de enzima en las condiciones del ensayo.

U ( mg eq.xilosa ) D
— = *
ml (tiempo * volumen solucion de enzima * PM xilosa)

- mg eq. Xilosa = [(obtenidos a partir de la curva de calibracion (mg)) *1.5(ml)] /
0.375(ml)

- Tiempo= 60 minutos de reaccion

- Volumen solucién de enzima o volumen de la dilucién = 0.5 ml agregados al tubo

de reaccidn
- PMxilosa = 0,150 mg/umol

- FD = factor de dilucion

5.1.4. Medida de actividad celulasa (FPasa)

Procedimiento (Adney y Baker, 2008)
En un tubo de ensayo se agregaron:
- 0.5 ml de extracto enzimatico.
- 1.0 ml de buffer citrato 0.05 M pH 4.8

- Tira de papel de filtro de aproximadamente 50 mg Whatman N°1 (5 cm de largo

y 1 cm de ancho)

Se dejan los tubos de ensayo en bafio de agua termostatizado durante 60 a 30 °C. Al
finalizar se agregan 3 ml de solucién de DNS, se hierven los tubos de ensayo en bafio a
100 °C durante 5 minutos, luego se enfrian con un bafio de agua - hielo. Se toma 1 ml de
solucién (previa homogenizacion) y se agregan 4 ml de agua destilada y se mide la

absorbancia a 540 nm.
Blancos:
- Blanco buffer (1.5 ml buffer citrate 0.05 M pH 4.8)

- Blanco papel de filtro (1.5 ml buffer citrato 0.05 M pH 4.8 + tira de papel)
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- Blanco enzima (1.0 ml buffer citrato pH 4.8 0.05 M + 0.5 ml solucion de enzima)
Curva de calibracion de glucosa

Los resultados obtenidos de las mediciones se calcularon mediante una curva de
calibracién de glucosa que se construyé cada vez que se prepard DNS. Las curvas

realizadas y la metodologia de las mismas se muestran en el anexo 12.3.1.
Unidades de actividad celulasa

Las unidades se expresan como la cantidad de enzima que libera un umol de equivalentes

de glucosa por minuto por mililitro de solucidon de enzima en las condiciones del ensayo.

U mg eq. glucosa

ml ~ (tiempo * volumen solucién de enzima * PM glucosa)

- mgeq. Glucosa = [(obtenidos a partir de la curva de calibracion (mg/ml))*1.5(ml)]
- Tiempo de reaccion = 60 min
- Volumen solucién de enzima= 0.5 ml agregados al tubo

- PM glucosa=0.180 mg/umol

5.2.Resultados y discusion

Luego del aislamiento de microorganismos a partir de diferentes tejidos de un arbol de
E. globulus, se llevd a cabo un analisis cualitativo de la habilidad de cada aislamiento de
producir enzimas celulasa y xilanasa. Con ese objetivo se sembraron placas con medio
minimo mas el agregado de CMC o de xilano de haya y luego de observar crecimiento, se
procedié a tefiir la placa con una soluciéon de rojo Congo. Se ha reportado que este
colorante se une a los polimeros como la CMC y el xilano (Teather y Wood, 1982), en el
caso que el microorganismo presente actividad celulasa o xilanasa, degrada el polimero

y por lo tanto en la zona de hidrélisis el colorante no quedara adherido.

Del total de resultados positivos, 52 resultaron tener ambas actividades, 22 mostraron
Unicamente actividad celulasa y 17 xilanasa (resultados positivos en Tablas 5, 6 y 7). Del
conjunto de microorganismos, que presentaron alguna de las actividades enzimaticas

evaluadas, se seleccionaron aquellos que mostraron un halo de degradacién mayor a 1
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cm de radio, se trata de 18 aislamientos bacterianos, 14 hongos filamentosos y 4

levaduras.

En la Figura 27 se muestran ejemplos de los halos de degradacion que se obtuvieron en

este cribado cualitativo cuando existid actividad hidrolitica de interés.

XILANASA ) CELULASA

Figura 27- Placas en las que se observa halo de degradacion de los polimeros en estudio mediante tincion con colorante
rojo Congo indicando actividad hidrolitica. Ejemplos de actividad xilanasa y celulasa en bacterias a la izquierda y hongos
ala derecha en cada caso.

Una vez seleccionados los microorganismos, se llevo a cabo el cribado cuantitativo en dos
medios liquidos para cada cepa, uno que fuera un medio nutriente y otro un medio
minimo. Estos medios se seleccionaron dependiendo de si se traté de un aislamiento
procariota o eucariota. Como medio rico se utilizaron TSB o PDB, junto con el agregado
de xilano 0 CMC, y los medios minimos usados fueron M9y YNB también con el agregado
de los polimeros como fuente Unica de carbono y energia. Se ensayo la actividad xilanasa
o celulasa al medir los azUcares reductores producidos por el sobrenadante del medio de
cultivo sobre xilano o papel de filtro (para xilanasa y celulasa respectivamente), por el
método del acido dinitrosalicilico (DNS). EI DNS en medio alcalino, al calentar, es reducido
al acido 3-amino,5-nitrosalicilico, mientras que los carbonilos libres presentes en el medio
de reaccion (extremo reductor), se oxidan y se desarrolla un color anaranjado que es
proporcional directamente a la cantidad de extremos reductores presentes (Vermelho y
Couri, 2013).

A continuacidon se detallan los resultados obtenidos, se dividieron entre bacterias,

levaduras y hongos filamentosos para facilitar la comprensién y discusion.

5.2.1. Cribados cualitativo y cuantitativo de actividad
celulasa y xilanasa en las bacterias seleccionadas
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En esta tesis, en total se aislaron 79 bacterias de los diferentes tejidos vegetales, un 53%
mostrd alguna actividad enzimdtica de las evaluadas y el 30% mostraron ambas

actividades.

A partir del anélisis de los resultados del cribado, se seleccionaron 18 bacterias (segun
mostraran un halo mayor a 1 cm de radio) para proseguir con el estudio de la produccion
enzimatica en medio liquido (Tabla 5). Fueron seleccionadas 11 por ambas actividades, 5
por actividad celulasa y 2 cepas por actividad xilanasa. El porcentaje de bacterias
seleccionado fue similar al reportado por Amore y colaboradores, en que se realizé un
aislamiento a partir de muestras de distinta naturaleza (suelo humico, tierra, superficie
de roca entre otras) y se obtuvieron 93 bacterias. El cribado mediante el ensayo de
xilanasa y celulasa en placa utilizando rojo Congo, permitié seleccionar 7
microorganismos xilanoliticos y 14 celuloliticos que mostraron halos de actividad con un
didmetro mayor de 5 mm (Amore et al.,, 2015). En este trabajo los investigadores
realizaron el aislamiento en medio nutriente, por lo que otros microorganismos sin la
capacidad de producir estas enzimas pueden haber crecido, lo que también pudo haber

ocurrido en esta tesis.

Tabla 5-Bacterias seleccionadas del cribado cualitativo en placa de actividades xilanasa y celulasa. X =xilanasa /
C=celulasa

Codigo X c Seleccionada por

EBV10 1 - -

EBV10 2 - -

EBV10_3 - -

EBV10_4 - -

EBV10_5 - -

EBV10_7 + + POR ACTIVIDAD XILANASA

EBV11_12 - + POR ACTIVIDAD CELULASA
EBV12_13 A - +
EBV12_13B - -

EBV12_14 - + POR ACTIVIDAD CELULASA
EBV12_15B - + POR ACTIVIDAD CELULASA

EBV12_16 - -

EBV12_17 + + POR AMBAS ACTIVIDADES

EBV12 18 - -
EBV12_19_A + + POR AMBAS ACTIVIDADES
EBV12_19 B + - POR ACTIVIDAD XILANASA
EBV12 21 _A + + POR AMBAS ACTIVIDADES
EBV12_21 B + + POR AMBAS ACTIVIDADES
EBV12 21 C - -

EBV12_22 + + POR AMBAS ACTIVIDADES
EBV12_23 A - + POR ACTIVIDAD CELULASA
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EBV12 23 B

EBV12_24

EBV13_32

EBV13_34

EBV13_35

EBV13_36

EBV14_41

POR AMBAS ACTIVIDADES

EBV14_42

POR ACTIVIDAD CELULASA

EBV17_45

EBV17_46

POR AMBAS ACTIVIDADES

EBV17_47

EBV17_48

EBV17_49

EBV94 1

EBV94 2

EBV94 3

EBVO4 4

EBV94 5

EBVO4 8

EBV96_21 A

POR AMBAS ACTIVIDADES

EBV96_40

EBV96_41

EBV96_42

EBVO6_43A

EBV96_43B

EBV96_44

EBV96_45

EBV96_46

EBV96_47

EBV96_49

EBV96_51

EBV96_52

EBV96_53

EBV96_54

EBV96_55

EBV96_57

EBV96_60

EBV96_61

EBV96_62

EBV96_63

EBV96_65

EBV96_67

EBV96_68

EBV97_34

POR AMBAS ACTIVIDADES

EBV97_72

POR AMBAS ACTIVIDADES
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EBV97_74 + +

EBV97 75 + +

EBV97_76 + .

EBV97_78 + + POR AMBAS ACTIVIDADES

EBV97 79 - -

EBV97_80_A - -

EBV97 81 - -

EBV97_82 - -

EBV97 84 - -

EBV97 89 - +

EBV97_90 - -

EBV97 91 - -

EBV97_92 - +

5.2.1.1.  CELULASA

A partir de las bacterias seleccionadas, se midié actividad en los medios liquidos. En el

caso de la actividad celulasa, todas las cepas analizadas mostraron valores bajos de

actividad, las mayores se observan en general en los medios nutrientes con CMC (Figura

28).
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Figura 28- Actividad celulasa medida en las bacterias seleccionadas en los medios de cultivo TSB CMC (medio nutriente

mas carboximetilcelulosa) y M9 CMC (medio minimo mas carboximetilcelulosa).

En algunos cultivos en medio minimo con CMC no se detectd actividad, como en el caso
de EBV11-12, EBV12-19-Ay EBV14-41. Mientras que las mayores actividades alcanzadas
fueron de 0.08 U/ml para EBV12-14 en medio nutriente con CMCy de 0.045 para EBV17-

46 en medio minimo con CMC. Los bajos valores de actividad celulasa obtenidos son

similares a los reportados por otros investigadores. En el estudio de Ghio vy

colaboradores en el que aislaron una cepa de Paenibacillus sp. A59 se analizé ademas
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de la actividad xilanasa, la actividad celulasa en medios minimos y nutrientes con el
agregado de los polimeros o sustratos lignoceluldsicos. La actividad endoglucanasa
(medida con CMC) a las 24 horas fue menor a 0.05 U/ml mientras que el maximo de
actividad se obtuvo a las 72 horas de crecimiento (0.46 U/ml) en el medio minimo con
el agregado de CMC (Ghio et al., 2016).

Otros reportes de bacterias aisladas, siguieron otros criterios de seleccién y llegaron a
elegir cepas con actividad celulasa maxima en cultivos liquidos con mas tiempo de
crecimiento. En un estudio en el que se aislaron 32 bacterias del tracto gastrointestinal
de un caracol de Africa (Dar et al., 2015), 18 mostraron actividad en medio sélido pero
seleccionaron 5 para seguir trabajando. Una de ellas, identificada como Ochrobactrum
sp. fue la que mostrd la mayor actividad endo-celulasa en medio liquido luego de 14
dias de incubacién y la mayor actividad exo-celulasa se encontré en una bacteria de la

especie Bacillus subtilis luego de 10 dias de crecimiento.

5.2.1.2.  XILANASA

Al realizar la medicion de actividad xilanasa se pudo determinar que dentro de las cepas
bacterianas, 9 mostraron mayor actividad en el medio TSB adicionado con xilano (TSB

Xil) y 2 en el medio M9 adicionado con xilano (M9 Xil) (Figura 29).
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Figura 29- Actividad xilanasa medida en las bacterias seleccionadas, en los medios de cultivo TSB Xil (medio nutriente
mas xilano) y M9 Xil (medio minimo mas xilano).

Las actividades xilanasa medidas en bacterias estuvieron entre 0.02 y 1.07 U/ml para
EBV14-41y EBV97-72 en los medios minimos mas xilano y la maxima actividad en medio
nutriente fue de 0.96 U/ml para EBV96-21-A. Los resultados obtenidos son comparables
a otros reportes en los que se estudiaron condiciones similares de produccion de
xilanasa por bacterias. En el estudio realizado por Amore y su equipo, luego del

aislamiento de bacterias, realizaron un cribado cuantitativo de actividades en medio
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minimo liquido, con el agregado de xilano de haya comercial. Las actividades medidas
fueron de 0.4 a 0.6 U/ml a las 24 horas de crecimiento (Amore et al., 2015). En otros
estudios en los que siguieron la actividad en el tiempo, observaron que la actividad
aumento luego de las 24 horas. Al aislar una cepa de Paenibacillus sp. A59 Ghio y
colaboradores analizaron la actividad xilanasa en medios minimos y ricos con el
agregado de los polimeros comerciales o sustratos lignoceluldsicos. La actividad xilanasa
fue de 1.8 U/ml a las 24 horas y el maximo se obtuvo a las 72 horas (3.66 U/ml) en el
medio minimo con xilano de haya comercial (Ghio et al., 2016). De estos datos queda
clara la importancia del agregado de xilano al medio de cultivo en la produccion de

xilanasas.

El xilano comercial es un sustrato caro y que no se obtiene facilmente, por lo tanto luego
de encontrar cepas de interés, es importante evaluar la produccién enzimatica con
medios mas baratos. Otros investigadores observaron que las maximas actividades
xilanoliticas medidas en bacterias se obtuvieron en los medios con residuos
lignoceluldsicos. Es el caso de un aislamiento de bacterias a partir de estiércol de
diversos rumiantes, donde de un total de 249 bacterias aisladas, se seleccionaron 65
de un cribado cualitativo de xilanasa en placa. Luego estudiaron la produccion en medio
liquido de tres de estas cepas y observaron que el maximo de actividad se encontré a
las 24 horas de crecimiento (3.5 U/ml) en un medio con salvado de trigo (Thite y
Nerurkar, 2015). Estos reportes abren la posibilidad de desarrollar nuevos medios de

cultivo con las cepas seleccionadas.

En esta tesis se selecciond para continuar los estudios de actividad xilanasa, la bacteria
EBV 12-22 (enmarcada en un circulo verde en la figura 29), enddfita de ramas, porque
mostrd un valor de actividad xilanasa considerable y fue de las que se midid actividad
celulasa mas baja. Se selecciond de esta forma para trabajar una actividad enzimatica

por microorganismo.

5.2.2. Cribados cualitativo y cuantitativo de actividad
celulasa y xilanasa en las levaduras seleccionadas
En la presente tesis, se aislaron 6 levaduras, 3 mostraron solo actividad xilanasa y 1

celulasa. En este caso todas las que fueron positivas se seleccionaron para su posterior

estudio en medio liquido.

En el caso de trabajos sobre levaduras con actividad celulasa, el nimero de publicaciones
es bajo. Algunos géneros como Rhodotorula, Cryptococcus, Candida, Sporobolomyces,

Aureobasidium, Cystobasidium se reportaron como productores de diferentes tipos de
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celulasas, todas aisladas de suelos donde habia madera en descomposicién (Strauss et
al., 2001; Baldrian y Valaskova, 2008; Mattam et al., 2016; Vyas y Chhabra, 2017). Los
resultados de cantidad de levaduras con actividad celulasa en relacion al total de
aislamientos obtenidos en esta tesis son mayores que los obtenidos en el trabajo de
Jiménez y colaboradores donde en un cribado realizado sobre 51 géneros de levaduras

aisladas solo dos mostraron alta actividad celulasa (Jiménez et al., 1991).

La cantidad de estudios sobre aislamientos de levaduras con actividad xilanasa, es un
poco mayor que en el caso anterior, pero es baja en comparacion con aquellos en los que
se estudiaron bacterias y hongos filamentosos. Algunos son de gran interés ya que se
describié una nueva especie, como Pseudozyma brasiliensis (Oliveira et al., 2014) aislada
del tracto gastrointestinal de un coledptero asociado a las raices de la cafia de azucar en
Brasil, la cual se reportd posteriormente como productora de una endoxilanasa (Borges
et al.,, 2014). Otros géneros obtenidos en aislamientos de levaduras productoras de
xilanasas comprenden a Candida, Meyerozyma, Scheffersomyces, Sugiyamaella,
Cryptococcus y Trichosporon, aisladas de madera en descomposicién y bagazo de cafia de
azUcar de diferentes regiones de Brasil (Lara et al., 2014). En ese estudio aislaron 358
cepas de levadura, de ellas 75 dieron positivas como productoras de xilanasas en medio
solido (21 % de las cepas). El porcentaje de cepas con actividad xilanasa respecto al total

de aisladas es menor que el reportado en esta tesis (50 % positivas en actividad xilanasa).

En la Tabla 6, a continuacidn, se resumen las actividades obtenidas de las levaduras

seleccionadas.

Tabla 6- Levaduras seleccionadas del cribado cualitativo en placa de actividades xilanasa y celulasa. X =xilanasa /
C=celulasa

Cédigo X C Seleccionada por
EBV12_15A - -
EBV13_37 + - POR ACTIVIDAD XILANASA
EBV16_44 - -
EBV96_64 + - POR ACTIVIDAD XILANASA
EBV96_86 - + POR ACTIVIDAD CELULASA
EBV97_87 + - POR ACTIVIDAD XILANASA

5.2.2.1.  CELULASA

Una cepa de levadura mostré halo de degradacion en medio sdlido y CMC vy se
selecciond para medir su actividad en medio liquido. A las 48 horas, las actividades en
los medios nutriente y minimo fueron de 0.14 y 0.04 U/ml respectivamente (Figura 30).
Los resultados en el medio minimo son similares a los obtenidos por Vyas y Chhabra,

gue estudiaron entre otras actividades, la actividad celulasa de una cepa de
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Cystobasidium oligophagum aislada a partir de suelo rico en residuos de celulosa.
Midieron la actividad en un medio minimo con el agregado de CMC y mostro a las 48
horas actividades de FPasa de aproximadamente 0.01 U/ml, siendo maximas a las 72
horas (0.04 U/ml) (Vyas y Chhabra, 2017).
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Figura 30- Actividad celulasa de la levadura seleccionada (EBV 96-86 ) en los medios de cultivo PDB CMC (medio
nutriente mas carboximetilcelulosa) y YNB CMC ( medio minimo mas carboximetilcelulosa).

Al ser la Unica levadura ensayada y al analizar los resultados cuantitativos obtenidos se

selecciond para continuar los estudios de produccion de celulasa.

5.2.2.2.  XILANASA

Respecto a las 3 levaduras ensayadas en la actividad xilanasa, EBV 96-64 fue la que
mostré actividad mas baja. En el caso de EBV 13-37 se midid una actividad de 0.80 U/ml
en el medio nutriente (PDB + xilano) y 0.37 U/ml en el medio minimo (YNB + xilano).
Para el caso de EBV 97-87 se invierten los resultados (enmarcada en circulo verde en la
Figura 31), siendo mayor la actividad en el medio minimo (0.42 U/ml en PDB Xil y 0.80
U/ml en YNB Xil).
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Figura 31 - Actividad xilanasa medida en las levaduras seleccionadas, en los medios de cultivo PDB Xil (medio nutriente
mas xilano) e YNB Xil (medio minimo mas xilano).

Estos resultados son ligeramente menores que los obtenidos por otros autores que
utilizaron un medio minimo con el agregado de xilano comercial para inducir la actividad
xilanasa. En el estudio Illevado a cabo por Lara y colaboradores se ensayd la actividad
xilanasa sobre 21 cepas de levaduras aisladas de madera en descomposicién y bagazo
de cafia de azucar, en medio liquido utilizando xilano de haya como fuente de carbono
y al cabo de 48 horas, se destacd la actividad de una cepa de Cryptococcus laurentii
UFMG-HB 48, siendo de 1.4 U/ml (Lara et al.,, 2014). El grupo de Ali, realizé un
aislamiento de levaduras a partir de tracto intestinal de termitas, y se obtuvieron 92
cepas. De ellas 25 se identificaron como productoras de xilanasas, ademds estudiaron
su produccién en condiciones similares a las de esta tesis, en el medio minimo YNB con
la adicion de xilano y la mayor productora fue una cepa identificada como Candida
pseudorhagii SSA-1542T (1.73 U/ml) esta actividad se midid luego de tres dias de cultivo
(Alietal., 2017).

Las maximas actividades en levaduras, se encontraron en EBV97-87 en medio minimo
YNB mas xilano y en el caso de EBV13-37 fue maxima en el medio rico. Se decidié seguir
trabajando con EBV97-87 ya que es valioso que la uUnica fuente de carbono sea el
polimero a biodegradar y obtener actividades altas en medios minimos ya que en
general estos son mas simples en su composicién. Por lo tanto llevaria menos pasos de
purificacion de la enzima y ademas en general son menos costosos si se puede utilizar

un residuo como fuente de carbono y energia (Singhania et al., 2015).

5.2.3. Cribados cualitativo y cuantitativo de actividad
celulasa y xilanasa en los hongos filamentosos
seleccionados
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En el presente trabajo se aislaron 58 cepas de hongos filamentosos, de los cuales se
encontré que 28 mostraron ambas actividades (48%), 9 xilanasa y 8 celulasa (Tabla 7) es
importante sefialar que a pesar de que la mayoria de los hongos fueron obtenidos en el
aislamiento inicial, sin sucesivas etapas de presion selectiva, el 78 % fue positivo a alguna
actividad. Estos resultados varian ligeramente respecto a un estudio realizado sobre
hongos enddfitos aislados sin presion selectiva de cactus forrajero en la region semi-arida
al noreste de Brasil, en el que ensayaron 24 especies de las cuales 14 mostraron ambas
actividades en el ensayo en placa (58 %). Mientras que todas fueron productoras de
xilanasa, ninguna fue productora Unicamente de celulasa (Bezerra et al., 2012). En otro
estudio encontraron que de 119 hongos filamentosos aislados, 56 mostraron actividad
xilanasa en un ensayo en placa con xilano de haya (Robl et al., 2013). Se desprende de
estos resultados que debido a su naturaleza de degradadores de materia orgdnica, es de
esperar que los hongos filamentosos tengan la capacidad de expresar un amplio
repertorio de enzimas hidroliticas aunque no provengan de un medio con presion

selectiva.

Para continuar con los estudios de cribado cuantitativo se seleccionaron 7 cepas por

ambas actividades, 6 por actividad celulasa y 1 por actividad xilanasa (Tabla 7).

Tabla 7- Hongos filamentosos seleccionados del cribado cualitativo en placa de actividades xilanasa y celulasa. X
=xilanasa / C=celulasa

Cédigo X C Seleccionada por
EBV11 10 A - -
EBV11 10 B - -

EBV11_11 - + POR ACTIVIDAD CELULASA
EBV11_8 + + POR AMBAS ACTIVIDADES
EBV11_9 + + POR AMBAS ACTIVIDADES

EBV13_25 + + POR AMBAS ACTIVIDADES

EBV13_26 - + POR ACTIVIDAD CELULASA

EBV13_27 - -

EBV13_28 - + POR ACTIVIDAD CELULASA

EBV13_29 - + POR ACTIVIDAD CELULASA

EBV13_30 + .

EBV13_31 - -

EBV14 43 + -

EBV14_50 + + POR AMBAS ACTIVIDADES

EBV15_38 - -

EBV15_39 + +

EBV15_40 - -

EBV94_10 + -

EBV94_11 + +

EBV94 12 + -
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EBV94 6

EBV94 7

EBV94 9

EBV95_13

EBV95_14

EBV95_16

EBV95_17

POR AMBAS ACTIVIDADES

EBV95_18 A

EBVO5 18 B

EBV95_19

EBV95_20

EBV95 21 C

EBV95_22

EBV96_15

POR ACTIVIDAD CELULASA

EBV96_23

EBV96_24

POR AMBAS ACTIVIDADES

EBV96_25

POR AMBAS ACTIVIDADES

EBV96_26

EBV96_27

EBV96_28

EBV96_29

EBV96_30_A

EBV96_31

EBV96_32

EBV96_33_A

EBV96_33_B

EBV96 34 B

EBV96_35

EBV96_36

EBV96_37

EBV96_38

POR ACTIVIDAD XILANASA

EBV96_39

EBV96_50

EBV96_56

EBV96_58

EBV99 80 B

POR ACTIVIDAD CELULASA

EBV99_83

EBV99 94

5.2.3.1.  CELULASA

Se analizé la actividad celulasa a las 13 cepas seleccionadas, dos de ellas, mostraron
buena actividad celulasa, EBV96-24 (0.28 U/ml) y EBV96-25 (0.37 U/ml) luego de 5 dias

de crecimiento en el medio nutriente con CMC (Figura 32). Los valores obtenidos estan
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dentro del rango de las actividades medidas por otros autores. Ramarajan y su equipo
evaluaron la produccion enzimdtica de aislamientos realizados y observaron que
utilizando CMC en un medio minimo para el crecimiento de los hongos, lograron una
maxima actividad FPasa de 0.07 U/ml luego de 14 dias, pero que aumentd, para algunos
aislamientos, cuando utilizaron un residuo lignocelulésico como paja de arroz
(Ramarajan y Sumathi Manohar, 2017). La actividad medida en esta tesis fue mayor en
un menor tiempo de incubacion que el reporte citado. Otros investigadores evaluaron
cepas de Penicillium aisladas de suelos, en relacion a una cepa de Trichoderma RUT C30
(una cepa mutante capaz de secretar altos niveles de proteinas) y encontraron que en
un medio con AVICEL como fuente de carbono se obtuvo similar actividad FPasa entre
la cepa mutante y la aislada, con menos cantidad de proteina en la cepa aislada (0.88
U/ml para Trichoderma; 0.90 y 0.91 U/ml para las dos cepas de Penicillium) después de
5 a 7 dias (Marjamaa et al., 2013). Estas actividades FPasa fueron tres veces mayores
gue las obtenidas en esta tesis, en un tiempo de crecimiento similar. De estos datos se
desprende que la capacidad de los hongos filamentosos de expresar las enzimas de
interés, es dependiente del metabolismo de los mismos, y ademas de la seleccién de la

fuente de carbono en la que crecen.
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Figura 32 - Actividad celulasa en los hongos filamentosos seleccionados en los medios de cultivo PDB CMC (medio rico
mas carboximetilcelulosa) y YNB CMC (medio minimo mas carboximetilcelulosa).

Se selecciond a partir de los resultados obtenidos en el cribado cuantitativo a las cepas
con mayor actividad medida, EBV 96-24 y EBV 96-25 (enmarcadas en circulo verde en
la figura 32), ambos hongos endoéfitos de hojas de E. globulus, para continuar su estudio

de produccion de celulasa.
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5.2.3.2.  XILANASA

Al estudiar la actividad xilanasa en los 8 hongos filamentosos seleccionados, los
resultados muestran que la cepa EBV 95-17 (enmarcada con circulo verde en Figura 33)
mostro la actividad xilanasa mas importante dentro de este grupo, alcanzando las 0.86
U/ml en el medio nutriente con xilano. En general en los diferentes reportes de
aislamiento y cribado de actividad xilanasa en los hongos se estudia su produccion en
medio sélido con sustrato lignoceluldsico como fuente de carbono y energia, por lo que
las unidades enzimaticas no se pueden comparar ya que se expresa como U/g de
material usado (Ang et al., 2013; Zhang y Sang, 2015; Marques et al., 2018). Sin
embargo, en un estudio de cribado realizado por Robl y colaboradores, sobre 6 cepas
de hongos filamentosos en medio liquido con xilano de haya comercial midieron
actividad xilanasa luego de 6 dias de crecimiento y obtuvieron valores de actividad entre
2.59y 15.04 U/ml (Robl et al., 2013).

Estos datos indican que los medios, tiempos y el método seleccionado para medir
actividad xilanasa fueron eficientes ya que se obtuvieron resultados que permitieron

seleccionar una cepa con potencial capacidad de producir enzimas de interés.
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Figura 33 - Actividad xilanasa medida en los hongos filamentosos seleccionados. En PDB Xil (medio rico mas xilano) y
YNB Xil (medio minimo mas xilano).

La cepa EBV 95-17 se selecciond como productora de xilanasa para continuar con los

estudios de esta enzima.
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5.3.Conclusiones

Los métodos de cribado fueron Utiles para determinar la posibilidad de los
aislamientos de producir las enzimas de interés. En todos los casos los resultados
estuvieron en los rangos de los valores reportados en bibliografia por lo que apoya
el uso de estas técnicas y permite seguir adelante con el resto de los objetivos de
la tesis. Los resultados obtenidos en esta etapa afirman la utilidad de aislamiento

de microorganismos para obtener actividades enzimaticas de interés.

El cribado cualitativo resultd rdpido para la determinacion de las actividades
xilanasa y celulasa tanto para bacterias, levaduras y hongos en un periodo corto
de tiempo y que disminuye el tiempo que se consumiria al probar todas las cepas
en un cribado cuantitativo. Mediante el empleo de esta técnica se logré
seleccionar 18 bacterias, 4 levaduras y 14 hongos filamentosos para proseguir con

el cribado cuantitativo.

La evaluacion de las actividades en el cribado cuantitativo permitié tener una
vision general y mas profunda que el cribado cualitativo sobre el comportamiento
de crecimiento y produccién enzimatica de los microorganismos en dos medios
de cultivo uno nutriente y uno minimo. A partir de estas observaciones se realizd
una seleccion de las cepas con las que seguir trabajando enfocada a la produccion

de estas enzimas.

Se seleccionaron la levadura EBV 96-86 y los hongos EBV 96-24 y EBV 96-25 para

continuar su estudio en la produccion de enzima celulasa.
Se seleccionaron la bacteria EBV 12-22, la levadura EBV 97-87 y el hongo

filamentoso EBV 95-17 para continuar su estudio en la produccion de enzima

xilanasa.
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6. |dentificacion de los microorganismos

seleccionados

6.1. Metodologia

6.1.1. Bacterias

6.1.1.1.  Anadlisis microscopico: Tincidn de Gram
Se prepard un frotis de cada uno de los microorganismos y se procedié a realizar la

tincién de Gram. Se incluyeron como controles de la tincién un cultivo puro de una cepa
de Staphylococcus aureus (coco, Gram positivo) y una cepa de Escherichia coli (bacilo,

Gram negativo).

6.1.1.2.  Identificacion taxonomica:
La identificacién de la bacteria seleccionada se llevo a cabo mediante la amplificacion y

el secuenciado del gen del ARN ribosomal 16S. Se utilizaron los cebadores universales
para Eubacterias (Weisburg et al., 1991): 27 forward (5'-AGAGTTTGATC(A/C)TGGCTCAG-
3") y 1492 reverse (5'- ACGG(C/T)TACCTTGTTACGACTT-3'). Se secuencié con los
cebadores 518 forward (5'-CCAGCAGCCGCGGTAATACG-3') 'y 1492 reverse (5'-
ACGG(C/T)TACCTTGTTACGACTT-3').

Extraccion de ADN gendmico bacteriano

A partir de un cultivo de 24 horas en placa de TSA se tomd una colonia y se sembrd en 5
ml de TSB. Se incubd a 28 °C a 150 rpm durante 12 horas. Se tomd 1 ml del cultivo y se
realizé la extraccion de ADN gendmico con el kit comercial PureLink TM Genomic DNA Kit

(Invitrogen ®) y se siguieron los pasos que se describen a continuacion.

Bacterias Gram positivas:

1. Se centrifugd 1 ml del pre-cultivo overnight (2 x 10™° células) a 12000 rpm por 15

minutos a 4 °C.

2. Se suspendid el pellet en 100 pl de una solucién de lisozima (10 mg/ml).

3. Se realizé la rotura mecanica de las células agitando en vortex.

4. Se incubd a 37 °C durante 30 minutos agitando en vértex cada 30 minutos.
5. Se agregaron 20 pl de proteinasa K (10 mg/ml). Se agité con vortex.

6. Se agregaron 200 pL PureLink® Genomic Lysis/Binding Buffer y se mezcld bien

utilizando el vortex.
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7. Se incubd durante 30 minutos a 65°C.

8. Se agregd 750 pl de etanol. Se centrifugd a 10000 rpm durante 30 minutos a 4 °C.

Se removi6 el sobrenadante.
9. Se disolvio el ADN en agua miliQ.
Concentraciéon de ADN gendmico:

1. Se agregaron 500 pl de etanol 96% y 5 pl de NaCl 4M cada 200 pl de muestra.

2. Se dejd reposar a -20 °C overnight.

3. Se centrifugaron las muestras a 10000 rpm durante 15 minutos a 4 °C.

4. Se descarto el sobrenadante y se suspendio el pellet con 200 pl de etanol 70%.
5. Se centrifugaron las muestras a 10000 rpm durante 15 minutos a 4 °C.

6. Se descartd el sobrenadante y se seco el pellet a temperatura ambiente.

7. Se disolvio el ADN gendmico en 30 ml de agua miliQ.

Amplificacion por PCR (Polymerase Chain Reaction)

A partir del ADN gendmico obtenido se amplificd por PCR el gen del ARN ribosomal 16S
utilizando los cebadores 27 forward y 1492 reverse. Las reacciones de PCR se realizaron
de acuerdo con el protocolo provisto por Invitrogen para la enzima Platinum Taq

polimerasa.

En la Figura 34 se muestra el programa de PCR empleado para la amplificacién del gen

del ARN ribosomal 16S de las cepas bacterianas.

94°C
72°C 72°C
°
e 30 oc / . .
segundos 558 2 minutos 7 minutos
5 minutos
1 minuto 4°C

20 minutos

|

35 ciclos

Figura 34 - Programa de PCR utilizado para la amplificacion del gen del ARN ribosomal 16S de las cepas bacterianas
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Visualizacion y determinacion de los tamafios de los productos de amplificacion.

Para determinar tanto la integridad y cantidad de ADN gendmico como del producto de
amplificacién se realizé una electroforesis en gel de agarosa 0.8% p/v en buffer TBE 0.5X
y visualizador. Se corrié en paralelo un marcador de peso molecular (Gene Ruler 1Kb DNA
LADDER, Fermentas ®) de forma de determinar el tamafio y poder estimar la
concentracién de ADN. Se fotografid bajo luz UV con cdmara digital Kodak DC120 (Kodak
digital Science) y se convirtié a un archivo de imagen usando el Sistema de Analisis y
Documentacion de Electroforesis 120 de Kodak (Eastman Kodak Company, Rochester,
NY, USA).

Secuenciado de los genes del ARN ribosomal 168.

El producto de PCR fue secuenciado con un secuenciador automatico ABI 3730XL Applied

Biosystems en Macrogen Corp. Seoul, Korea.

Para el secuenciado de las cepas aisladas se emplearon los cebadores 518F y 1492R

descritos anteriormente.
Identificacion mediante comparacion de la region amplificada.

Las secuencias obtenidas fueron analizadas, alineadas y ensambladas utilizando el
programa Vector NTI 10.3 Advance TM. La secuencia depurada fue comparada con
secuencias relacionadas en la base de datos del GenBank usando BLAST (National Center
for Biotechnolofy Information)(Altschul et al., 1990).

6.1.2. Levaduras

6.1.2.1.  Analisis microscopico: Tincion con cristal violeta.
Se prepard un frotis de cada una de las levaduras obtenidas.

Se observaron los preparados obtenidos al microscopio (40X y 100X) para visualizar la

morfologia de las células.

6.1.2.2.  ldentificacion taxonémica:
Para el caso de las levaduras aisladas se amplificé la region entre ITS1-5.8SrDNA y D1-D2

utilizando los cebadores ITS1 forward (TCCGTAGGTGAACCTGCGG) y NL4 reverse
(TCCTCCGCT TATTGATATGC). Para secuenciar se utilizd NL4 R. Las secuencias se

compararon en GenBank.

Extraccion de ADN gendmico de levaduras
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Para la extraccion de ADN gendmico de las cepas de levadura aisladas se utilizd el
protocolo del kit comercial de ZYMO RESEARCH, ZR Fungal/Bacterial DNA MiniPrep ™.

Se tomd con un ansa todas las colonias de una placa de PDA con la cepa de levadura
crecida durante 48 horas a 28 °C (aproximadamente entre 100 y 200 mg peso humedo)

y se pasé a un tubo para lisar las células ZR BashingBead ™ Lysis Tube.

1. Se agregaron 200 ul de agua miliQ para suspender las células. Al mismo se

agregaron 750 pl de la solucion para lisar.

2. Se agitd en vortex durante 15 minutos a maxima velocidad.
3. Se centrifugd en una micro-centrifuga a 10000 x g durante 1 minuto.
4. Se transfirieron hasta 400 ul del sobrenadante a un Zymo-Spin ™ IV Spin Filter en

un tubo colector y se centrifugd a 7000 rpom durante 1 minuto.

5. Se agregaron 1,200 pl de Fungal/Bacterial DNA Binding Buffer al filtrado en el tubo

colector del paso anterior.

6. Se transfirieron 800 pl de la mezcla del paso 5 a un Zymo-Spin TM IIC Column en

un nuevo tubo colector y se centrifugd a 10000 x g durante 1 minuto.
7. Se descarto el sobrenadante del tubo colector y se repitié el paso 6.

8. Se agregaron 200 ul de DNA Pre-Wash Buffer a la Zymo-Spin TM IIC Column en un

nuevo tubo colector y se centrifugd a 10000 x g durante 1 minuto.

9. Se agregaron 500 pl de Fungal/Bacterial DNA Wash Buffer a la Zymo-Spin TM IIC

Column y se centrifugd a 10000 x g durante 1 minuto.

10. Se transfirio la Zymo-Spin TM 1IC Column a un eppendorff nuevo, se agregaron
100 pl de DNA Elution Buffer directo a la matriz de la columna. Se centrifugd a 10000 x g

durante 30 segundos para eluir el ADN.
Visualizacion y determinacion de los tamafios de los productos de amplificacion.

Los ADN extraidos de las cepas fungicas fueron visualizados y cuantificados en gel de

agarosa de acuerdo a lo descrito anteriormente.
Amplificacion por PCR (Polymerase Chain Reaction)

A partir de los ADN gendmicos de las cepas fungicas se llevd a cabo la amplificacion
mediante PCR de la region comprendida entre [TS1-5.8SrDNA y D1-D2 utilizando los
cebadores ITS1 Fy NL4 R.
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Las reacciones de PCR se realizaron de acuerdo con el protocolo provisto por Invitrogen

para la enzima Platinum Taq polimerasa.

El programa de PCR empleado para la amplificacién de la regidn de las cepas fungicas es

el mismo que para bacterias.
Secuenciado de la region amplificada.

Los productos de PCR fueron secuenciados con un secuenciador automatico ABI 3730XL

Applied Biosystems en Macrogen Corp. Seoul, Korea.
Para el secuenciado de las cepas aisladas se empled el cebador NL4 R.
Identificacion mediante comparacion de la region amplificada.

Las secuencias obtenidas fueron analizadas, alineadas y ensambladas utilizando el
programa Vector NTI 10.3 Advance TM. Las secuencias depuradas fueron comparadas
con secuencias relacionadas en la base de datos del GenBank usando BLAST (National

Center for Biotechnolofy Information) (Altschul et al., 1990).

6.1.3. Hongos filamentosos

6.1.3.1.  Analisis microscopico:
A partir de un cultivo de 7 dias en placa de PDA se tomd mediante cinta adhesiva, micelio

del bode de las colonias, se colocd en el portaobjetos sobre una gota de agua y se observo
la morfologia al microscopio (40X). Se utilizé el manual de identificacion “Fungi and food
spoilage” (Pitt y Hocking, 2009) para comparar con las especies conocidas y llegar a una

aproximacion de género.

6.1.3.2.  Identificacion taxonomica:
Se llevd a cabo de la misma forma que se realizd para las levaduras, pero con los

cebadores ITS1 forward (TCCGTAGGTGAACCTGCGG) y ITS4 reverse
(TCCTCCCGCTTATTGATATGC).

6.2.Resultados y discusion

Se debe considerar que el nivel de expresidn enzimatico es género y cepa dependiente,
por lo cual la seleccion de la cepa con la cual trabajar fue uno de los primeros aspectos
considerados en la estrategia empleada en este trabajo. Al tener en cuenta la necesidad
de conocer las cepas seleccionadas, para poder realizar un estudio en profundidad de la
produccion de las enzimas de interés, es que se realizd la identificacion de los

microorganismaos.
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Para la produccién de celulasas se seleccionaron tres cepas EBV96-86, EBV96-24 y EBVI6-

25. Esta Ultima se contamind con un hongo esporulado y no se pudo continuar su

caracterizacion debido a que no se logrd obtener nuevamente un cultivo puro del

microorganismo. En la Tabla 8 se muestran los resultados obtenidos del BLAST realizado.

Tabla 8- Identificacion de las cepas seleccionadas basada en las secuencias de los genes analizados

. . Principales resultados
Codigo . Actividad de busqueda de BLAST | Identidad pB
del Origen de , 0 )
m.o. interds (nimero de acceso de (%) analizados
GenBank)
EBV Epifita de Celulasa Aureobasidium 92 411
96-86 hojas (2¢9° pullulans (KT693733.1)
subcultivo)
EBV Enddfita de Celulasa | Preussia sp. (KF128821 92 237
96-24 | hojas (cultivo 1)
inicial)
EBV Enddfita de Xilanasa Bacillus safensis 100 815
12-22 ramas (1€ (CP010405.1)
subcultivo)
EBV Epifita de Xilanasa Pseudozyma aphidis 100 564
97-87 hojas (29 (AB089363.1)
subtultivo)
EBV Epifita de Xilanasa Penicillium oledzkii 100 410
95-17 corteza (NR_138317.1)
(cultivo inicial)

La levadura EBV 96-86, Figura 35, corresponde al género Aureobasidium sp. A 28 °C se

desarrolla como colonias cremosas o rosa claro. Posteriormente se van ennegreciendo

hasta casi ser completamente negras. Al microscopio se observan células elipticas de

diversos tamafios.
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EBV 96-86
’3 dias de ;Le_qi_miento

S 14 dias de
crecimiento

Figura 35- Levadura EBV 96-86. Arribaa la izquierda y medio: observaciéon macroscépica de las colonias, Arriba a la
derecha y abajo: Observacion al microscopio (aumento 100X) de suspension de una colonia tefiida con azul de
metileno.

Este hongo crece como levadura bajo ciertas condiciones de crecimiento, es cosmopolita
y popularmente conocido como levadura negra debido a su produccién de melanina (Chi
et al., 2009). Se lo ha detectado en varios ambientes, principalmente en el suelo, incluidos
los suelos antarticos, también en el agua, la madera, otros materiales vegetales y rocas
(Urzi et al., 1999). A. pullulans tiene muchos usos en diferentes campos biotecnolégicos
debido a su capacidad para producir pululanos (Duan et al., 2008) y proteina unicelular
(Chi et al., 2008). Ademas este género produce enzimas extracelulares, como lipasas y
proteasa, entre ellas, también se ha reportado su capacidad de producir otras enzimas
hidroliticas como xilanasa y celulasa (Jiménez et al., 1991; Leite et al., 2007; Rong et al.,
2015).

El hongo EBV 96-24, Figura 36, correspondiente al género Preussia sp. la colonia en la

placa de PDA a 28 °C, tiene aspecto seco, de color crema, con elevaciones medias, sin la
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produccion de conidios asexuales en los primeros 10 dias de crecimiento. Luego de 15
dias se observa la coloracion de la colonia hacia un color mas amarronado y al
microscopio se distinguen conidios (Figura 37 derecha y arriba). Se observa ademas la
formacion de un tipo de pseudoparénquima, que se describen como células
empaquetadas con forma circular u oval con estructuras en la que las hifas pierden la

individualidad y no se distinguen (Figura 37 inferior derecha).

EBV 96-24

Figura 36 - Hongo filamentoso, EBV 96-24. Arriba: observacion macroscopica del micelio (izq: derecho de la placa, der:
reverso de la placa). Abajo: Observacién al microscopio del micelio izq: aumento 10X Der: aumento 40X.
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Figura 37 — Izquierda: Colonia en placa de PDA luego de 15 dias. Observacion de los conidios arriba a la derecha y del
pseudoparénquima abajo a la derecha del hongo Preussia sp.

El género Preussia sp. reline 96 especies aisladas de suelo, madera, plantas, materia fecal,
entre otros, seglin mycobank (el 24/7/2018) (Robert et al., 2013). Existen pocas
referencias sobre celulasas de este género. Por un lado, un aislamiento de hongos de
suelos del archipiélago de Svalbard, en Noruega, obtuvieron 30 cepas y una de ellas fue
una cepa de Preussia sp. la cual mostro actividad celulolitica (Singh et al., 2012). En otro
aislamiento de hongos enddfitos de un arbol del incienso (Boswellia sacra) en Oman, se
obtuvieron entre otras, tres aislamientos de Preussia sp. a partir de hojas, al igual que la
cepa EBV 96-24 aislada en esta tesis, a los cuales les realizaron analisis de produccion de
celulasa, fosfatasa y glucosidasa y dieron positivos a todas pero con diferentes unidades
enzimaticas, por lo tanto podria tratarse de cepas diferentes dentro de un mismo género
(Khan et al., 2016). Otras cepas de este género se han aislado como enddfitas de
diferentes especies de vegetales (Arenal, Platas y Peldez, 2007; Zaferanloo et al., 2014).

En esos casos no se determind su capacidad de producir celulasa ni xilanasa.

Para la produccién de enzimas xilanoliticas se seleccionaron tres microorganismos en
base a que mostraron mayor actividad enzimatica cuando fueron evaluados frente a los
demads microorganismos aislados. Estos microorganismos fueron una bacteria, EBV 12-
22, una levadura, EBV 97-87, y un hongo filamentoso, EBV 95-17.

De acuerdo con el analisis de la secuencia del 16S rDNA de la cepa seleccionada EBV 12-
22, junto con el estudio de sus caracteristicas morfolégicas fue identificada como Bacillus
sp. La colonia es de forma circular con bordes irregulares, es de color crema, de aspecto

seco. Segln los estudios morfolégicos microscopicos, esta bacteria es gram-positiva, con
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forma de bastén y formadora de endosporas y sus células se disponen en cadenas (Figura
38).

EBV 12-22

Figura 38 - Bacteria del género Bacillus sp. EBV 12-22. Izquierda: Observacion macroscopica de las colonias en TSA con
un crecimiento de 24 horas a 289C, Derecha: tincion de Gram del cultivo representado en la foto derecha.

Este género de bacterias se encuentra cominmente en suelos y plantas, ya que presenta
una gran adaptabilidad gracias a la amplia diversidad de enzimas que produce, lo que se
traduce en que este género tiene un papel importante en el ciclo del carbono y nitréogeno
(Amore et al., 2013).

Aislamientos de este género se encuentran en la mayoria de los trabajos sobre el estudio
de actividades xilanoliticas bacterianas en sustratos lignoceluldsicos y resultan ser
aquellos que aparecen con mayor frecuencia o aquellos que se seleccionaron para
continuar los estudios. De 10 aislamientos bacterianos obtenidos a partir de suelo en el
gue se encontraba material vegetal en descomposicién y que se determiné su capacidad
xilanolitica y celulolitica, 4 fueron identificados como Bacillus sp. mediante estudios
filogenéticos (Ahmed, Babalola y Mckay, 2017). En otro estudio en que se seleccionaron
7 de 93 cepas por su actividad xilanasa, cinco resultaron ser Bacillus, al comparar las
secuencias obtenidas del gen del ARNr 16S (Amore et al., 2015). Se aislaron bacterias con
actividad xilanasa a partir de materia fecal de rumiantes, se seleccionaron 7 aislamientos
de 249 que se obtuvieron y todos fueron caracterizados morfolégicamente y mediante

estudios moleculares como Bacillus sp. (Thite y Nerurkar, 2015).

Mientras que la levadura seleccionada pertenece al género Pseudozyma. Las colonias en
PDA luego de tres dias de crecimiento son lisas, de color crema a rosado claro, circulares
y uniformes, células de forma elipsoide. Luego de 14 dias, las colonias en la placa de PDA,
se observan rugosas, de color mas claro, con los bordes irregulares. Las células al

microscopio se observan aglomeradas (Figura 39).
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EBV 97-87

3 dias de 14 dias de
crecimiento crecimiento

Figura 39 - Levadura del género Pseudozyma sp. EBV 97-87. Arriba: observacién macroscopica de las colonias en PDA.
Abajo: Observacion al microscopio (aumento 100X) de suspensiéon de una colonia tefiida con azul de metileno.

Este género de levaduras pertenece a la divisién Basidiomycota, de la cual se han descrito
21 especies. Se han reportado cepas de este género en varios estudios donde se han
aislado de diversas fuentes como ser, aguas estancadas con plantaciones de bromelias
en Brasil (Gomes et al., 2015), plantas de las islas Canarias (Middelhoven, 1997) y también
como endosimbiontes de insectos asociados a la cafia de azucar, en Brasil (Borges et al.,
2014). Se han reportado varias biomoléculas relevantes producidas por este género de
levaduras como enzimas extracelulares, cutinasa (Seo et al., 2007), lipasa (Bussamara et
al., 2010), xilanasa (Adsul, Bastawde y Gokhale, 2009; Borges et al., 2014) y la produccion
de biosurfactantes como los manopiranosil meso-eritritoles (Faria et al., 2014). Ademas
algunas especies han sido usadas como cepas para biocontrol en algunas plantas
(Marchand et al., 2009).
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La levadura Pseudozyma sp. EBV97-87 presenta caracteristicas morfoldgicas macro y
microscopicas similares a las encontradas en la cepa Pseudozyma brasiliensis, descrita
por primera vez por (Oliveira et al., 2014). La cepa aislada en esta tesis fue depositada en
la Coleccion Espafiola de Cultivos Tipo en la Universidad de Valencia, con el nimero CECT
13162.

El hongo filamentoso seleccionado se identificod perteneciente al género Penicillium tanto
en los estudios microscépicos como moleculares. En placa el micelio es de color verde
grisaceo, con el borde blanco y el reverso es de color amarillo verdoso, su aspecto es
aterciopelado. Al observarlo al microscopio, forma conidios a partir de células
conidiogénicas en forma de pincel, con solo una linea de fidlides, por lo tanto, se lo
caracteriza como monoverticilado. Los conidios se alinean en cadenas y son esféricos
(Figura 40).

EBV 95-17

Figura 40 - Hongo filamentoso del género Penicillum sp. EBV 95-17. Arriba: observaciéon macroscopica del micelio en
PDA (izq: derecho de la placa, der: reverso de la placa). Abajo: Observacién al microscopio (aumento 40X) del micelio
izq: sin tefiir. Der: tefiida con azul de metileno.

Este género esta ampliamente distribuido en la naturaleza (Pitt y Hocking, 2009), y se han
reportado como buenos productores tanto de xilanasa como de celulasa (Oses et al.,
2006; Corréa et al., 2014; Menezes, da Silva, Daniele, Rossi y Ayub Zachia, 2017). Es una

cepa de crecimiento rapido, por lo tanto es muy interesante para la produccion de
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xilanasa. En un aislamiento realizado a partir de suelos de los bosques atlanticos de Brasil,
se obtuvo una cepa de Penicillllium crustosum FP11, capaz de producir xilanasa cuando
fue cultivada con residuos agricolas (rastrojo de maiz) como fuente de carbono. En este
estudio se utilizo el crudo enzimatico obtenido en el blanqueo de la pulpa Kraft lo cual
llevé a disminuir el uso de cloro en el proceso (Silva et al., 2016). Otros investigadores
encontraron en Penicillium ramulosum N1, aislado de arboles en descomposicion en

Canada una xilanasa resistente a proteasas (Lin et al., 2015).

6.3. Conclusiones

- Los microorganismos seleccionados fueron identificados por estudios
moleculares y analisis macro y microscépico y resultaron pertenecientes a

géneros ya reportados como buenos productores de xilanasa y celulasa.
- Para seguir su estudio como microorganismos xilanoliticos se identificaron:
= EBV12-22 bacteria del género Bacillus
= EBV97-87 levadura del género Pseudozyma
= EBV95-17 hongo filamentoso del género Penicillium

- Para seguir su estudio como microorganismos con actividad celulasa se

identificaron:
= EBV96-86 levadura del género Aureobasidium
=  EBV96-24 hongo filamentoso del género Preussia

- Se selecciond de forma de incluir opciones entre eucariotas y procariotas para
cada actividad enzimatica con el fin de identificar y estudiar enzimas con

diversidad en su capacidad de hidrdlisis de los polimeros de interés.
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7. Produccidn de celulasas

7.1. Metodologia

En la Figura 41 se muestra el esquema de trabajo seguido para la produccién de celulasa.

Seleccion de medio de cultivo para la
produccion de celulasa

Aureobasidium sp. EBV 96-86 Preussia sp. EBV 94-24
Trichoderma sp. H5

Y

Pre-cultivos CDm + CMC 0,5% Crecimiento en PDA
{ CDm + glucosa Indéculo: 3 sacabocados 1
- 0,5%
Crecimiento 48hs
Inéculo: Biomasa

Cultivo Medio minimo Medio minimo Cultivo
CDm + CMC v CDm + CMC

Se incuban a 28°Cy 150 rpm

Se mide actividad celulasa en sobrenadante
Método DNS azucares reductores

Figura 41 - Esquema de produccion de celulasa

93



7.1.1. Efecto del tiempo de crecimiento y medio de
cultivo en la produccién de celulasa

Se estudio el efecto del tiempo en el cultivo para evaluar la produccion de celulasa en los
microorganismos seleccionados. Para el estudio de la levadura y el hongo filamentoso se

utilizd el medio de cultivo:

e (Czapek Dox modificado (CDm) se suplementd con peptona 0.5% y extracto de
levadura 0.1% adicionados con CMC 0.5 %.

En el ensayo con la levadura, se probaron pre-cultivos del microorganismo en 20 ml de
los medios 1) CDm + CMC 0.5% , 2) CDm + Glucosa y 3) PDB, en matraces Erlenmeyer de
100 ml inoculados con una colonia aislada y crecidos a 28 °C durante 48 horas con una
agitacion orbital de 150 rpm. Luego la biomasa se separd, se lavd con suero fisioldgico y
se inocularon los matraces Erlenmeyer de 100 ml con 20 ml del medio de cultivo descrito
anteriormente (CDm + CMC 0.5%).

El hongo filamentoso se crecidé en placas de Petri con el medio PDA durante 8 dias a 28
°C. De este crecimiento, se tomaron con sacabocado de 1 cm de didmetro 3 trozos de
micelio que se utilizd para inocular los matraces Erlenmeyer de 100 ml con 20 ml del
medio CDm + CMC 0.5%. Ademas de los hongos aislados de Eucalyptus globulus y
seleccionados por su actividad celulasa, se trabajo con el hongo Trichoderma sp. (Y5)
perteneciente a la coleccién de microorganismos del Laboratorio de Biocatalisis y
Biotransformaciones (LBB). La metodologia de trabajo para este hongo fue la misma que

la aplicada para el hongo filamentoso aislado en la presente tesis.

7.1.1.1. Medida de actividad celulasa

Se ensayo la actividad a 50 °C en esta oportunidad, ya que es necesario para lograr una

buena hidratacién y expansion de las fibras del papel de filtro.

7.2.Resultados y discusion

7.2.1. Efecto del tiempo de crecimiento y medio de
cultivo en la produccién de celulasa

Las celulasas microbianas tienen diversas aplicaciones en la agricultura y en las industrias
de alimentos, textiles, lavanderia, pulpa y papel (Kuhad, Gupta y Singh, 2011). En esta
tesis, se informa sobre cepas aisladas productoras de celulasa. Estas cepas, en virtud de
los estudios morfoldgicos y de analisis moleculares descritos en el capitulo anterior, se
identificaron como pertenecientes a los géneros Preussia y Aureobasidium. Ambos

géneros fueron reportados anteriormente como productores de celulasas (Zaferanloo et
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al.,, 2014; Rong et al., 2015). Se realizé también el estudio de la produccion de celulasa
mediante una cepa de Trichoderma sp. aislada y perteneciente a la coleccion del LBB de
la Facultad de Quimica, UdelaR ya que se han descrito varias cepas de este género en un
gran numero de trabajos cientificos con muy buena actividad celulasa (Mandels, Hontz y
Nystrom, 1974; Bischof, Ramoniy Seiboth, 2016; da Silva Delabona et al., 2016).

El objetivo de este estudio era evaluar la capacidad de los aislamientos seleccionados en
relacién a su actividad celulasa en un medio de cultivo minimo con el agregado de
pequefias concentraciones de extracto de levadura y peptona y se utilizdé CMC como
fuente de carbono para su crecimiento. Se observé que todos los microorganismos

pudieron crecer con CMC como fuente de carbono.

Se estudié la produccién de celulasa en la cepa Aureobasidium sp. EBV 96-86 al inocular
sobre el mismo medio de cultivo, diferentes pre-cultivos en los que se crecid el
microorganismo durante 48 horas. Se disefid este experimento ya que segun diferentes
autores el uso del pre-cultivo como indculo fue capaz de aumentar la actividad celulasa
(Leite et al., 2007; Singh et al., 2014; Jung et al., 2015; Rong et al., 2015). Los resultados

de las actividades medidas se muestran a continuacion en la Figura 42.
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Figura 42 - Actividad celulasa de la levadura Aureobasidium sp. EBV 96-86 a diferentes tiempos. Las referencias
corresponden a los pre-cultivos que fueron crecidos en los medios: CDm CMC: Czapek-Dox modificado + 0.5 % CMC,
CDm Gluc: Czapek-Dox modificado + glucosa, PDB: Potato dextrose broth.

Los valores de actividad fueron menores que los reportados para el cribado cuantitativo
en el medio PDB (0.14 U/ml) en el capitulo 5. La produccién de FPasa fue maxima (0.023
U/ ml)alas 48 horas en el caso del pre-cultivo en medio nutriente y se encontrd el mismo

valor a las 168 horas en el caso del microorganismo que provino del pre-cultivo CDm +
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glucosa. No se encontraron reportes de actividad FPasa para Aureobasidium, sino que las
actividades reportadas fueron medidas con otros sustratos como CMC o AVICEL por lo
tanto no se deberian comparar (Leite et al., 2007; Rong et al., 2015; Khan et al., 2016).
Pero si se encontrd un trabajo en el que se estudié el género de levadura Cystobasidium
oligophagum por Vyas y Cahhabra y midieron una actividad FPasa de 0.04 U/ml luego de
72 horas de crecimiento en medio con CMC como fuente de carbono (Vyas y Chhabra,
2017). Se podrian llevar a cabo otros métodos para mejorar la actividad celulasa en esta
cepa, por ejemplo se reporté en una tesis de maestria que para mejorar la actividad
celulasa de una cepa de Aureobasidium pullulans llevaron a cabo metodologias de
“genome shuffling” para obtener mutantes y obtuvieron con una de las cepas

recombinantes un aumento de seis veces en la actividad FPasa (Baldwin, 2017).

Se estudié ademas la actividad FPasa en las cepas Preussia sp. EBV 96-24 y Trichoderma
sp.Y5 en este caso se estudié el mismo medio de cultivo Czapek Dox modificado con
extracto de levadura y peptona y el inéculo fue el mismo para ambos. Las actividades
medidas se muestran a continuacion en la Figura 43. En el caso de la cepa de Preussia sp.
EBV 96-24 los resultados en este medio minimo fueron menores que en el caso del
cribado cuantitativo (capitulo 5). La maxima actividad se obtuvo en el dia 18 para ambas
cepas, pero las unidades de FPasa fueron mayores en Trichoderma sp. Y5 (0.073 U/ml)
que en Preussia sp. EBV 96-24 (0.020 U/ml).
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Figura 43 - Actividad celulasa de los hongos Preussia sp. EBV 96-24 y Trichoderma sp. Y5 a diferentes tiempos.

Los estudios en el tiempo de la produccion de celulasa por estas cepas en las condiciones
ensayadas revelaron que la cepa mejor productora es Trichoderma sp. Y5 (0.070 U/ml)
seguido por las otras dos (aproximadamente 0.020 U/ml cada una) seleccionadas en esta

tesis. Si bien la carboximetilcelulosa se ha reportado como estimuladora de la actividad
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celulasa (Ramarajan y Sumathi Manohar, 2017), en otros estudios se apoya la teoria que
explica que para algunas cepas de microorganismos, los materiales lignoceluldsicos que
son mas complejos estructuralmente, son mejores en inducir la actividad celulasa. Como
en el caso de una cepa de Penicillium oxalicum en donde se midié una actividad de 1.29
U/ml en un medio con sales, extracto de levadura, peptona, celulosa microcristalina y
salvado de trigo (Saini et al., 2015). Otros autores encontraron en el caso de dos hongos
enddfitos del género Acremonium sp. actividades FPasa de 0.55 U/ml en un medio con
bagazo de cafia de azucar (De Almeida et al.,, 2011). Por lo tanto, las condiciones
analizadas en esta tesis no serian aquellas de mejor produccion de actividad ya que en
general fueron bajas a pesar de haber medido a 50 °C. Es un resultado posible debido a
gue se ha reportado que la produccién de glicosil hidrolasas estd estrechamente
relacionada con la naturaleza de la fuente de carbono, ya que el metabolismo de los
hongos esta muy influenciado por la composicién del medio. Cada cepa tiene un perfil
metabdlico y enzimatico distinto y depende del medio y del tiempo de cultivo (Robl et al.,
2013).

7.3.Conclusiones

Si bien se avanzo en la identificacion de cepas con potencial capacidad de produccién de
celulasas, estos estudios no fueron suficientes para encontrar un medio de produccion
de esta enzima y continuar su estudio. Estos datos quedan para futuros experimentos en
los que se puedan utilizar medios de cultivo con residuos lignoceluldsicos como fuente

de carbono y con capacidad de inducir estas enzimas.
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8. Produccion de xilanasas y caracterizacion

de los sistemas enzimaticos

8.1. Metodologia

En la Figura 44 se visualiza un equema del trabajo seguido en esta etapa.

Seleccion de medio de cultivo para la produccién de xilanasa

Bacillus sp. Pseudozyma sp. Penicillium sp.
EBV 12-22 EBV 97-87 EBV 95-17
Medio nutriente { 158 { PDB PDB X
TSB X PDB X coX
M9 X CDm X CDCLE
Medio minimo { M8 CorDes CDm CorDes { YNB X
YNB X
Seincuban a 28°Cy 150 rpm
Se mide actividad xilanasa en sobrenadante
Seleccion de Bacillus sp. y Pseudozyma sp.

v

Seleccidn de medio de cultivo con mejor produccion

v

¥ Purificacién parcial y caracterizacidn de productos de hidrdlisis de xilano comercial
v"  Estudio de temperatura y pH dptimos
¥ Termoestabilidad y Peso maolecular (extracto de Pseudozyma sp.)

v

Pseudozyma sp.
EBV 97-87
Medios con diferentes residuos lignocelul dsicos
CDm Marlo
CDm Cebada
CDm Yerba
CDm Cascara Naranja
CDm Paja de arroz
CDm Salvado de avena

v

Se incuban a 28°Cy 150 rpm

Se mide actividad xilanasa en sobrenadante
Métado DNS azl cares reductores

Figura 44 - Esquema de trabajo de produccion de xilanasa y su estudio

8.1.1. Efecto del tiempo y diferentes medios de cultivo
en la produccion de xilanasa

98



Se estudiod el efecto del tiempo en el cultivo de los microorganismos seleccionados en
distintos medios de cultivo para evaluar la produccién de xilanasas v se evalud el estado
de crecimiento de los mismos. La descripcién de los medios de cultivo y las cortezas
utilizadas como sustrato se describen en los anexos 12.1, 12.4.1 respectivamente vy

capitulo 9 en el caso de la corteza deslignificada.

81.1.1. Bacterias

Se sembraron placas de Petri con el medio TSA de la bacteria Bacillus sp. EBV 12-22 y se
incubaron a 28 °C. Luego de 24 horas de incubacion, se inoculd con una colonia aislada,
un tubo de ensayo con 5 ml del medio TSB. Se incubd durante 24 horas a 150 rpm y 28
°C. La suspension bacteriana obtenida se ajusté a una concentracién de OD eoonm = 0,3
medida en espectrofotémetro (Thermo Sientific Modelo Evolution 60S). A partir de esta
suspension se realizd un indculo 1/ 10 a un matraz Erlenmeyer de 250 ml con 50 ml de

los medios:
e TSB X: Tryptic Soy Broth + xilano de haya 1%
e M9 X: M9 + xilano de haya 1%
e M9 CorDes: M9 + corteza deslignificada 1%
e TSB: Tryptic Soy Broth

Los cultivos se incubaron a 28 °Cy 150 rpm durante 217 horas. A diferentes intervalos de
tiempo se tomaron muestras para medir actividad xilanasa y células totales mediante
densidad déptica a 600 nm.

8.1.1.2. Levaduras

Se sembraron placas de Petri con el medio PDA de la levadura Pseudozyma sp. 97-87 y se
incubaron durante 48 horas a 28 °C. Se tomd biomasa desarrollada en estas placas para
realizar un inéculo en suero fisioldgico correspondiente a una escala McFarland 2 (3 x 107
células / ml). Esta suspension se utilizd para inocular en una relacién 1/100 un matraz

Erlenmeyer de 250 ml con 50 ml de los medios de cultivo:
e PDB X: Potato Dextrose Broth + xilano de haya 1%

e (CDm X: medio Czapek-Dox + extracto levadura 0,1% + peptona 0,5% + xilano de
haya 1%

e YNB X: Yeast Nitrogen Base + xilano de haya 1%

e CDm CorDes: medio Czapek-Dox + extracto levadura 0,1% + peptona 0,5% +

corteza deslignificada 1%
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e PDB: Potato Dextrose Broth

Los cultivos se incubaron a 28 °Cy 150 rpm durante 356 horas. A diferentes intervalos de
tiempo se tomaron muestras para medir actividad xilanasa y recuento de células viables

mediante tincidn con azul de metileno en cdmara de Neubauer (anexo 12.7).

8.1.1.3.  Hongo filamentoso
Se sembré una placa de Petri con el medio PDA del hongo Penicillium sp. EBV 95-17. Se

incubd a 28 °C durante 7 dias. A partir de este crecimiento se prepard una suspension de
conidias mediante la adicién de 5 ml de suero fisioldgico y raspando la superficie del
micelio con ansa estéril. El suero fisioldgico con las conidias se filtrd a través de lana de
vidrio en un embudo, estéril, hacia un matraz con bolitas de vidrio estériles. Se contaron
las conidias en la cdmara de Neubauer. Esta suspension se utilizé para inocular matraces
Erlenmeyer de 250 ml con 50 ml, de los medios que se describen a continuacién, a una

concentracion en los matraces de 10" conidias/ ml.
e PDB X: Potato Dextrose Broth + xilano de haya 1%
e (D X: medio Czapek-Dox + xilano de haya 1%
e YNB X: Yeast Nitrogen Base + xilano de haya 1%
e (D CLE: medio Czapek-Dox + corteza libre de extractivos 1%

Los cultivos se incubaron a 28 °Cy 150 rpm durante 356 horas.

8.1.2. Obtencion del crudo enzimatico a partir de los
medios de cultivo seleccionados

A partir de los sobrenadantes de los cultivos realizados como se describieron en el item
anterior, se realizd una precipitacién salina hasta una concentracién de sulfato de amonio
(Fluka) de 70 % en todos los casos, en un bafio de agua-hielo, con agitacion minima
constante durante el agregado de la sal. Una vez finalizado, se colocd a 4 °C durante la
noche, para permitir la precipitaciéon. Por ultimo, se centrifugd, en una centrifuga
(Thermo Scientific Modelo RC 6+) a 8000 rpm a 10 °C durante 10 minutos.

El precipitado se resuspendié en un volumen adecuado y se realizaron medidas de
actividad xilanasa y cantidad de proteinas solubles. En general para las enzimas de
Bacillus sp. EBV 12-22 se utilizd una relacién de 1 gramo de precipitado humedo y 2 ml
de buffer y para las enzimas de Pseudozyma sp. EBV 97-87 una relacion de 1 gramo de

precipitado humedo y 6 ml de buffer.
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Medida de actividad xilanasa MODIFICADA - Procedimiento modificado de
Bailey (Bailey, Biely y Poutanen, 1992)

En un tubo de ensayo se agrego:
- 0,5 mlsolucion de extracto enzimatico diluido en buffer citrato 0.05 M; pH 4.8 (*)
- 1,0 ml solucién de xilano 2 % p/v en buffer citrato 0.05 M; pH 4.8

Se dejo en bafio de agua termostatizado a 30 °C, durante 15 minutos. Al finalizar se
tomaron 0.375 ml de medio, se pasé a otro tubo y se agregaron 0.750 ml de solucién de
acido 3, 5-dinitrosalicilico (DNS) (detallado en anexo 12.2), se hirvieron los tubos en bafio
a 100 °C durante 5 minutos, luego se enfriaron con un bafio de agua - hielo. Se agregaron

5 ml de agua destilada y se midiod la absorbancia a 540 nm.

(*) (en general se realizé una dilucion 1/20 para las medidas de xilanasa en el
sobrenadante del medio de cultivo y una diluciéon 1/100 del crudo luego de precipitarlo

con sulfato de amonio).

Los blancos, las curvas de calibracidon y las unidades de xilanasa se realizaron como se

detalld en el capitulo 5.

8.1.2.1.  Cuantificacion de proteinas
La cuantificacion de la concentracion de proteinas de los extractos se realizd mediante el

ensayo de Bradford (Sigma-Aldrich) (Bradford, 1976). Se realizo una curva de calibracion,
para lo cual se utilizd albumina del suero bovino (BSA, Sigma-Aldrich). El ensayo se realizé
segun el protocolo del reactivo para 2 ml de mezcla, agregando 1 ml del extracto (o
dilucién del mismo) o el estandar proteico (BSA) con 1 ml del reactivo de Bradford. Luego
de 5 minutos de reaccion se midieron las absorbancias a 595 nm en espectrofotometro.
Los valores obtenidos fueron convertidos a mg/ml segun la curva estandar elaborada y
se utilizaron para calcular la actividad enzimatica especifica de cada extracto (Anexo
12.6).

8.1.3. Estudio de la biotransformacion de xilano de haya
mediante las xilanasas obtenidas

Se realizaron hidrolisis del xilano de haya (2% p/v), utilizando las enzimas obtenidas luego
de la precipitacién salina de los sobrenadantes de los medios de cultivo de Bacillus sp.
EBV12-22; Pseudozyma sp. EBV97-87 y Penicillium sp. EBV95-17.

Las reacciones se llevaron a cabo en buffer citrato 0,05M, pH 4.8, a 30°C. Se tomaron

muestras a los 15 y 60 minutos. Se realizé un blanco con xilano de haya en la misma
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concentracién pero sin el agregado de enzima, sino que se agregd el mismo volumen de
buffer.

8.1.3.1.  Caracterizacion analitica de los productos obtenidos
Las muestras obtenidas se analizaron mediante cromatografia en capa fina (TLC) y

cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC).
Condiciones de TLC:

Fase movil utilizada en la TLC (Silicagel 60 Fjs4, Merck ®) fue cloroformo : 4cido acético :
agua (3:6:1). Se reveld con Orcinol 20 mM en etanol/acido sulfurico 95:5. Se utilizaron los
estandares de xilosa (X1), y los xilooligosacaridos X2, X3, X4, X5 y X6 (Megazyme) para

identificar los productos obtenidos.
Condiciones de HPLC:

Equipo Shimadzu LC — 20AT, un detector de Indice de refraccién (Shimadzu RID — 10AT).
La columna utilizada fue Supelcogel C610H (30 cm x 7.8 mm) junto con su pre-columna
Supelguard C610H (5 cm x 4.6 mm). Fase movil, H,SO4 0,005N flujo de 0,5 ml/min. Los
andlisis se llevaron a cabo a 55°C. Se utilizaron los estandares de xilosa (X1), y los
xilooligosacdaridos xilobiosa (X2), xilotriosa (X3), xilotetrosa (X4) (Megazyme) para

identificar los productos obtenidos.

8.1.4. Caracterizacion respecto a la Temperatura y pH

Para los extractos enzimaticos de Pseudozyma sp. EBV 97-87 vy Bacillus sp. EBV 12-22 se

realizaron las medidas de temperatura y pH éptimos.

Para determinar el pH dptimo de la enzima las reacciones se hicieron a temperatura de
trabajo constante (30°C) vy la escala de pH usada para Pseudozyma sp. EBV 97-87 fue de
24a8.4(2,4;3,0;3,9; 4,4, 4,8, 6,6, 7,1, 8,4). Mientras que para Bacillus sp. EBV 12-22
fuede 4.829.8(4,8;6,6;7,1;7,8; 8,4;9,8).

Los buffers usados para preparar las diluciones de la enzima y para la disolucién de su
sustrato fueron buffer citrato 0,1 M (rango 2,4 a 4,8), buffer fosfato 0,1 M (rango 6,6 a
8,4) y buffer carbonato pH 9.8 (Anexo 12.2).

Para determinar la temperatura éptima las reacciones se hicieron a pH de trabajo
constante y 6ptimo para cada cepa vy la escala de temperaturas usada fue de 20 °C a 70
°C para Pseudozyma sp. EBV 97-87 y de 30 °C a 70 °C para Bacillus sp. EBV 12-22, con
intervalos de 10 °C. Para ambos pardmetros se uso el ensayo enzimatico para determinar

actividad xilanasa detallado en la seccion 8.1.2.
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8.1.5. Estabilidad térmica y peso molecular de xilanasa
de Pseudozyma sp. EBV 97-87

Para el estudio de estabilidad térmica las temperaturas ensayadas fueron 4, 30 y 50 °C.
Se incubd el extracto parcialmente purificado y resuspendido en buffer citrato pH 4,8 a
las diferentes temperaturas y la actividad remanente fue medida a diferentes tiempos

(24, 96, 144, 240 y 408 horas) termostatizado previamente las muestras a 22° C.

La cromatografia de exclusidon por tamafio se realizd a temperatura ambiente con la
columna Superdex ™ 75 10/300 GL (rango 6ptimo: 3000 — 70000 Da), que se conecto al
sistema AKTA (GE Healthcare, Suecia). La columna se equilibré con 10 voliumenes de
columna de buffer acetato de sodio 0.1 My pH 5. La muestra se inyectd a la columna a
través de un loop de 100 pl y se corrid en el buffer a 0.25 ml/min. Se midié absorbancia
a 280 nm. Se recolectaron muestras de 0.5 ml, con un colector de fracciones incluido en
el sistema (Frac-920). Todas las fracciones que correspondieron a un pico en el

cromatograma se sometieron a ensayos de actividad enzimatica.

Se realiz6 una curva de calibracién para dilucidar el peso molecular de la enzima de
interés. Estandares de proteinas utilizadas en la curva de calibracién: ovoalbimina (45
kDa), BSA (66.4 kDa), anhidrasa carbdnica (29 kDa), citocromo C (12.4 kDa).

8.1.6. Produccion de xilanasa de Pseudozyma sp. EBV
97-87 en medio de cultivo con diferentes
residuos

Se sembraron placas de Petri con el medio PDA de la levadura Pseudozyma sp. EBV 97-
87 y se incubaron a 28 °C durante 48 horas. Se tomo biomasa crecida en las placas y se
realizd un indculo en suero fisiolégico correspondiente a una escala McFarland 2. Esta

suspension se utilizé para inocular en una relacién 1/100 un matraz Erlenmeyer de 100

ml con 20 ml de los medios de cultivo:

e Medio Czapek-Dox + extracto levadura 0,1% + peptona 0,5% + salvado de avena
(SA) / paja de arroz (PA) / yerba mate usada (YMU) / céscara de naranja seca (CNS)

/ marlo de maiz (MM) / cebada usada (CU) en una concentracion del 1% p/v.

Para realizar este experimento los residuos se secaron a 45 °C durante 5 dias y se

molieron todos menos la yerba mate en un molino (IKA MF 10.1).

Se incubaron a 28 °Cy 150 rpm durante 4 dias y se midié actividad xilanasa.
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8.2.Resultados y discusion

8.2.1. Efecto del tiempo de crecimiento y diferentes
medios de cultivo en la produccién de xilanasa.

Los microorganismos seleccionados para estudiar la produccion de xilanasa,
corresponden a géneros ya reportados como productores de estas enzimas. La seleccion
de los medios de cultivo es usualmente el paso preliminar implicado en la optimizacion
del bioproceso que se realiza siempre a nivel de matraz para luego seleccionar la
formulacion del medio méas adecuada, mediante un proceso racional de optimizacién (Al
El Enshasy et al., 2016). Durante este trabajo, se busco analizar el efecto de diferentes
medios de cultivo y el agregado de xilano, como polimero inductor de la actividad, y
también se estudid un sustrato lignoceluldsico, como lo es la corteza de E. dunnii. Estos
ensayos se realizaron para conocer el comportamiento de las cepas aisladas y si se
ajustan a los estudios previos encontrados en la literatura. Por otro lado, se realizé el
recuento de microorganismos totales para los cultivos de Bacillus sp. EBV 12-22 y de
células viables para Pseudozyma sp. EBV 97-87 de forma de relacionar estos resultados

con la produccion de las enzimas de interés.
Bacteria

El perfil de la actividad y el recuento de microorganismos en cada medio de cultivo se
muestran en las Figuras 41 y 42. La actividad xilanasa en la cepa de Bacillus fue en
aumento hasta las 145 horas en los medios TSB X y M9 X, tiempo en que se midio la
maxima actividad (18.7 U/ml) en el medio TSB X y luego disminuyd. Cuando se utilizd
corteza de E. dunnii deslignificada como sustrato fue donde se observd menor actividad
y crecimiento. Los resultados en el medio nutriente TSB sin xilano fueron similares a los

obtenidos para el medio minimo con corteza deslignificada.

En el cribado (capitulo 5) con Bacillus sp. EBV12-22 la actividad xilanasa fue también
mayor en el medio de cultivo nutriente TSB X, con valores de 0.7 U/mL mientras que en
el medio M9 X se alcanzé una actividad de 0.39 U/mL a las 24 horas de cultivo.
Posteriormente, al realizar este nuevo ensayo en todos los tiempos analizados, la

actividad también fue mayor en el medio TSB X.

Se muestra en la Figura 45, que a las 72 horas la cepa de Bacillus ya se encuentra en fase
estacionaria en TSB X, TSB y M9 X vy la cantidad de células fue mayor al igual que la

actividad xilanasa, en todos los tiempos en el medio TSB X.
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Figura 45 - Actividad xilanasa en la bacteria seleccionada Bacillus sp. EBV 12-22. M9 X: M9 + xilano 1%, M9 CorDes: M9
+ corteza de E. dunnii deslignificada, TSB X: Tryptic Soy Broth + xilano 1%, TSB: Tryptic Soy Broth.
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Figura 46 - Recuento de células totales de la bacteria seleccionada Bacillus sp. EBV 12-22. M9 X: M9 + xilano 1%, M9
CorDes: M9 + corteza de E. dunnii deslignificada, TSB X: Tryptic Soy Broth + xilano 1%, TSB: Tryptic Soy Broth.

El tiempo de produccidon maxima de una enzima determinada varia en las diferentes
bacterias y es dependiente de las condiciones de cultivo y la genética de cada organismo.
Se ha encontrado que la produccién de xilanasas en algunas cepas del género Bacillus
esta asociada al crecimiento y por lo tanto también es dependiente de la disponibilidad
de nutrientes (Anuradha et al., 2007). Este hecho también lo reportaron otros autores,
como Kumar y colaboradores, encontraron un aumento del crecimiento y la produccion
de xilanasa por B. amyloliquefaciens SK-3 con el tiempo. Se observd crecimiento
bacteriano maximo (OD 620nm 1.6) y actividad de xilanasa (48.5 + 1.8 Ul / ml) a las 48

horas (Kumar et al., 2017). Otros investigadores como (Hero et al., 2017) encontraron
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también una relacion entre el aumento en la actividad xilanasa y las densidades celulares

en un co-cultivo de una cepa de Bacillus sp. ARO3 y Paenibacillus sp. AR247.

Sin embargo Ghio y su equipo encontraron que en el medio nutriente con el agregado de
xilano la actividad fue menor que en el medio minimo a pesar que la biomasa fue mayor
(Ghio et al., 2016). Estos datos sugieren que la induccidon de xilanasa es un fenédmeno

complejo y el nivel de respuesta a diferentes inductores varia con cada cepa.

En esta tesis se observd que hay un efecto entre el aumento de la densidad celular, la
actividad y la presencia de xilano ya que al analizar los resultados de las 72 horas se
observa que la actividad xilanasa fue mayor en el medio TSB X (13.8 U/ml) alcanzando
una OD gs0 de 18.8 en segundo lugar en el medio M9 X (5.2 U/ml) con una OD eso de 6.2
y en el medio nutriente TSB sin agregado de xilano la actividad resulté de 4.1 U/mly una
OD 660 de 7.3. Por lo tanto, se puede observar que el crecimiento no sigue el mismo
patron que la actividad, sino que la OD g0 fue mayor en el medio TSB X, en segundo lugar
TSB y por ultimo en el medio M9 X. Por lo tanto, se puede postular que la actividad
xilanasa no estaria solamente asociada a la mayor cantidad de biomasa sino que el xilano
tendria un efecto inductor en la actividad (ya que a pesar de que hay menos células en el

medio M9 X que en TSB, la actividad es mayor).

El hecho del uso de xilano como inductor esta propuesto por diversos autores (Adhyaru,
Bhatt y Modi, 2014; Ghio et al., 2016; Kalim y Mazhar, 2016). En esta tesis las actividades
mas altas se observaron a las 145 horas de cultivo, para los medios con el polimero
comercial. Por otro lado, la densidad celular como la actividad xilanasa fue menor cuando
se utilizd corteza deslignificada como fuente de carbono en el medio minimo. Varios
investigadores han reportado aumentos en la actividad xilanasa en cepas de Bacillus sp.
utilizando diferentes sustratos lignoceluldsicos como paja de sorgo (a las 48 horas de
crecimiento (65,5 U/ml) crecido en un medio minimo con adiciéon de paja de sorgo
(Adhyaru, Bhatt y Modi, 2014), salvado de trigo (3,7 U/ml el maximo luego de 24 horas
crecido en medio liquido con salvado de trigo) (Thite y Nerurkar, 2015), otro medio con
salvado de trigo se llegd a una actividad de 42 U/ml (Kallel et al., 2016), otros sustratos
gue se han utilizado incluyen salvado de cebada (Haddar et al., 2012), salvado de avena
(Akhavan Sepahy, Ghazi y Akhavan Sepahy, 2011), pero no se encuentran hasta hoy
reportes utilizando como inductores residuos de un arbol de madera dura. Los sustratos
descritos en la literatura tienen una proporciéon mayor de xilano que la que contiene la

corteza de Eucalyptus.

Es de importancia destacar que en los trabajos reportados anteriormente no solo se
optimizd el sustrato utilizado sino también el tamafio y edad del inéculo, la fuente de

nitrégeno, el pH, el agregado de metales y surfactantes.

106



Levadura

Se probaron diferentes medios de cultivo para el crecimiento y produccién de xilanasa de

la cepa de Pseudozyma sp. EBV 97-87. Los resultados se observan en las Figuras 43 y 44.
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Figura 47 - Actividad xilanasa en la levadura seleccionada Pseudozyma sp. EBV 97-87. PDBX: Potato dextrose broth +
xilano 1% , YNBX: Yeast nitrogen base + xilano 1%, CDmCorDes: Czapek-Dox modificado + corteza de E. dunnii
deslignificada. CDmX: Czapek-Dox modificado + xilano 1%, PDB: Potato Dextrose Broth.
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Figura 48 - Recuento de células viables de la levadura seleccionada Pseudozyma sp. EBV 97-87. Escala logaritmica.
PDBX: Potato dextrose Broth + xilano 1%, YNBX: Yeast Nitrogen Base + xilano 1%, CDmCorDes: Czapek-Dox modificado
+ corteza de E. dunnii deslignificada, CDmX: Czapek-Dox modificado + xilano 1%, PDB: Potato Dextrose Broth.

Al analizar los resultados obtenidos con la levadura, en el cribado cuantitativo (capitulo

5) se obtuvo una actividad de 0.8 U/mL en el medio YNB X a las 48 horas de cultivo, sin

embargo, este

medio no resultd ser el mejor para la produccion de estas enzimas, segun

ensayos posteriores. Se probd otro medio de cultivo minimo, Czapek-Dox, con un

107



agregado de extracto de levadura y peptona en muy bajas concentraciones (CDm X) y se

alcanzé una actividad de 37.8 U/ml a las 164 horas.

En PDB X el crecimiento fue del mismo orden que en el resto de los medios, a lo largo de
todo el experimento, pero no se vio reflejado en una mayor actividad. En medio minimo
como el CDm, junto con el agregado de xilano, como fuente de carbono y energia, se
aumento la actividad a pesar de tener un crecimiento menor. La levadura al verse privada
de una fuente de carbono accesible (como en el caso del PDB que contiene alta cantidad
de azucares) podria inducir la produccién de la enzima. Esta produccién se observa
durante la fase estacionaria de crecimiento del microorganismo, como se muestra en la
curva de células viables (Figura 48) y no viene acompafiado de un mayor nimero de
células (la mayor concentracion de células se observa en el medio de cultivo rico PDB X'y
PDB). Por otro lado, se ha reportado que la glucosa puede ser inhibidora de estas
enzimas. De los resultados obtenidos se desprende que, en este caso, la actividad no

depende del crecimiento del microorganismo vy si de la composicién del medio de cultivo.

Se reportaron comportamientos similares de produccién de xilanasa y crecimiento en el
estudio de dos cepas de Pseudozyma aphidis y Pseudozyma antarctica en medio con
xilano. Se reportan que si bien el crecimiento de células se dio entre los 2 y 4 dias, la
mayor actividad se obtuvo a los 10 dias (Faria et al., 2014). En el resto de la literatura
sobre este género, se han reportado las mayores actividades xilanasa a las 48, 96, 72
horas, utilizando xilosa, xilano comercial de haya o avena, glucosa y celobiosa (Adsul,
Bastawde y Gokhale, 2009; Borges et al., 2014; Neto et al., 2016).

En la Figura 47 se observa ademas que si bien la produccién de xilanasa en el medio
CDmCorDes, no es la mayor de todos los ensayos realizados, es una buena actividad (15.9
U/ml) al ser producida en un medio con un residuo como fuente de carbono y energia. Si
observamos la composicién de esta corteza vemos que tiene un 65 % celulosa y 16 %
xilano (ver pagina 127). Este porcentaje de hemicelulosa es bajo si comparamos con otros
residuos como por ejemplo la mazorca de maiz que tiene un alto contenido en xilano (El-
Gendy, 2014).

Seria interesante estudiar el uso de la mazorca de maiz y otros residuos ricos en
hemicelulosas para la produccién de xilansas ya que podrian actuar como inductores de

la expresion enzimatica.
Hongo filamentoso

Se estudid la actividad xilanasa producida en el hongo Penicillium sp. EBV 95-17 en cuatro

medios de cultivo, los resultados se muestran en la Figura 49.
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Figura 49 - Actividad xilanasa en el hongo seleccionado Penicillium sp. EBV 95-17 . PDB: Potato Dextrose Broth; PDBX:
Potato Dextrose Broth + xilano 1% , CDX: Czapek-Dox + xilano 1%, CD CLE: Czapek-Dox + corteza de E. dunnii libre de
extractivos 1%.

La maxima actividad se obtiene a los 6 dias, en el medio CD con el agregado de xilano (4.8
U/ml) (Figura 49). El resto de las actividades medidas no superan las 2.8 U/ml. A los 8 dias
todas las actividades decrecen. En la literatura sobre xilanasa de cepas del género
Penicillium se encuentra una gran variedad de resultados y los autores indican que la
produccion de xilanasa varia segln la cepa y para algunas especies es altamente
dependiente de la fuente de carbono utilizada (Milagres y Prade, 1994; Chavez, Bull y
Eyzaguirre, 2006; Jaejung et al., 2012; Rai et al., 2016).

El perfil de actividad xilanasa encontrado para esta cepa de Penicillium sp. EBV 05-17 es
similar al reportado en el trabajo de Marjamaa y colaboradores, los que obtuvieron
maxima actividad xilanasa entre los dias 4 y 6 de crecimiento en los cultivos de Penicillium
pulvillorum TUB F-2220 'y Penicillium cf. simplicissimum TUB F-2378 al utilizar un sustrato
puro (AVICEL) como fuente de carbono y al usar residuos lignoceluldsicos la actividad fue

menor (Marjamaa et al., 2013).

Con los resultados obtenidos se pudo constatar que el medio de cultivo influye sobre la
actividad xilanasa en los tres microorganismos. Por lo tanto, para continuar con la

produccion de las enzimas xilanasas se seleccionaron las siguientes condiciones:

a- Bacteria: Bacillus sp. EBV12-22 cultivada en el medio TSB X: TSB + xilano 1%,

durante un tiempo de 72 horas.

b- Levadura: Pseudozyma sp. EBV97-87 cultivada en el medio CDm X: Czapek-Dox +
extracto levadura 0,1% y peptona 0,5%+ xilano 1%, durante un tiempo de 96

horas.

109



c- Hongo filamentoso: Penicillium sp. EBV95-17 cultivado en el medio CD X: Czapek-

Dox + xilano 1% durante un tiempo de 6 dias.

Como se puede observar no se seleccionaron los tiempos en donde se vieron las
actividades maximas, sino que la decision se realizd basada en un compromiso entre

acortar los tiempos de cultivo y obtener una buena actividad enzimatica.

8.2.2. Obtencion del crudo enzimatico a partir de los
medios de cultivo seleccionados

Se realizaron nuevamente los experimentos descritos anteriormente y los sobrenadantes
de los cultivos seleccionados, se centrifugaron para separar las células y se concentraron
por precipitacién salina hasta un 70 % de saturacion con sulfato de amonio a 4°C. Estos
sélidos se resuspendieron en el buffer de actividad, para utilizarlos en los estudios
posteriores de hidrdlisis de diferentes sustratos. Se midié nuevamente actividad vy
cantidad de proteina. Estos resultados, se muestran a continuacion en la Tabla 9. Se
observd en todos los casos, una concentracion de la actividad y un aumento en la

actividad especifica.

Tabla 9- Resultado de actividad enzimatica y especifica de los extractos enzimaticos de Pseudozyma sp. EBV 97-87;
Bacillus sp. EBV 12-22 y Penicillium sp. EBV 95-17. Inicial: Actividad en Medio seleccionado, Resuspendida: actividad
del precipitado obtenido luego de agregar 70% sulfato de amonio, resuspendido en buffer utilizado para medir
actividad.

Actividad | Actividad Actividad |Actividad
Pseudozyma |enzimatica | especifica enzimatica | especifica
sp. (U/ml) (U/mg) Bacillus sp. (U/ml) (U/mg)
Inicial 10,5 1,3 Inicial 7,9 0,5
Resuspendida | 120,3 2,2 Resuspendida | 197,3 2,1
Actividad | Actividad
enzimatica | especifica
Penicillium sp. | (U/ml) (U/mg)
Inicial 2,3 1,6
Resuspendida | 4,2 6,2

La precipitacién salina es un método comuinmente utilizado como paso inicial en la
purificacion de enzimas. El mismo permite una primera separacién del crudo enzimatico
de los componentes del medio de cultivo que pueden llegar a interferir en experimentos
posteriores. En este caso, el xilano remanente, interferiria en la utilizacién posterior de
estos extractos. El inconveniente de este método es que luego de resuspender el
precipitado, puede quedar una concentracion alta de la sal utilizada y podria interferir en

la actividad enzimatica (segun la enzima) o en otros andlisis. Es por eso que
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generalmente, se siguen pasos de gel filtracion o dialisis posteriores (Wingfield, 2001;
Duong-Ly y Gabelli, 2014). En este caso no se perdié actividad por la alta concentracion

de sal, asi que no se siguid con ningln otro paso de purificacion.

Para los tres crudos enzimaticos se utilizd el mismo porcentaje de sulfato de amonio, esta
cantidad se determind en experimentos previos y resulté satisfactoria para todos los
casos (resultados no mostrados). Se estudio posteriormente la capacidad de estos crudos

de hidrolizar xilano comercial.

8.2.3. Estudio de la biotransformacion de xilano
mediante las enzimas precipitadas.

Los perfiles de hidrdlisis del xilano de haya comercial por TLC obtenidos de los tres
microorganismos se muestran en la Figura 50. Los Rf de los estandares de oligoxilanos

(XOS) utilizados se muestran en la Tabla 10.

En la Figura 51 se observan los cromatogramas superpuestos de los productos de

hidrolisis analizados por HPLC.

Tabla 10 - Rf de los estandares de xilooligosacaridos (XOS).

Oligoxilano | Xilosa Xilobiosa | Xilotriosa | Xilotetrosa | Xilopentosa | Xilohexosa
(STD) (X1) (X2) (X3) (X4) (X5) (Xe)
Rf 0,61 0,48 0,37 0,26 0,19 0,12
"™ .
o Ld "
. - ‘ Sl
- LR
- e |
- :
- L
- -
BX X1 EBV Be X2 EBV Be BX Xxi Be X2 EBV
X3 12-22 12-22 X4 97-87 97-87 X3 95-17 X4 95-17
X5 X6 X5 X6 X

Figura 50- Productos de hidrélisis del xilano comercial con los distintos microorganismos. EBV 12-22: Bacillus sp., EBV
97-87: Pseudozyma sp. y EBV 95-17: Penicillium sp . Be 12-22: sobrenadante de enzima de Bacillus sp. Be 97-87:
sobrenadante de enzima de Pseudozyma sp. Be 95-17: sobrenadante de enzima de Penicillium sp. BX: blanco xilano
sin enzima, X1, X2, X3, X4, X5 y X6: estandares de oligoxilanos (arriba se muestran los Rf de los mismos).
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Figura 51 - Comparacion de cromatogramas de hidrdlisis de xilano comercial) gris: xilano sin hidrolizar, verde: hidrélisis
con enzimas de Penicillium sp. EBV 95-17, negro: hidrdlisis con enzimas de Pseudozyma sp. EBV 97-87, violeta: hidrdlisis
con enzimas de Bacillus sp. EBV 12-22.

Se identificaron por TLC X2, X3, X4, X5 y X6 como productos principales de la hidrdlisis del
xilano de haya comercial cuando se lo sometid a la accion del extracto enzimatico de
Bacillus sp. EBV 12-22. Al no observase xilosa como producto, se deduce que el extracto
no muestra actividad B-xilosidasa. Los xilooligosacaridos correspondientes a X2, X3 y X4
se confirman por HPLC (Figura 51). Estos resultados estan de acuerdo con los obtenidos
por otros autores, como Reddy y Krishnan sobre el estudio de los oligosacdaridos
producidos por Bacillus subtilis KCX006, en un medio en el que utilizaron material
lignoceluldsico como fuente de carbono e identificaron X2 y X3 como productos
mayoritarios (Reddy y Krishnan, 2016). Estos investigadores describen la presencia de
endo-xilanasas. Se probaron por otros autores extractos crudos de cultivos de Bacillus
mojavensis A21, sobre xilano extraido de marlo del maiz y los productos mayoritarios
resultaron ser X2 y X3 luego de ocho horas a 50°C y pH de 8 (Haddar et al., 2012). Por
otro lado, se estudid una endo-xilanasa purificada de una cepa de B. subtilis DFR40 aislada
de suelo, en la hidrélisis de salvado de trigo durante 48 horas y los productos mayoritarios
fueron X2, X3 y X4 (Raj Xavier, Ramanay Sharma, 2018). Los resultados obtenidos junto
con la informacion sobre el modo de accién de las xilanasas podrian indicar que se trata

de un extracto con actividad endo-xilanasa.

Los datos encontrados hasta el momento en donde se observa que el género Bacillus no
produce xilosa a partir de la hidrélisis de xilano y, a su vez, los mismos son concordantes

con los resultados obtenidos en esta tesis indican que el extracto enzimatico producido
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por Bacillus sp. EBV 12-22 podria utilizarse para producir XOS de interés como

prebidticos.

Como se puede observar en las Figuras 46 y 47, los productos de hidrdlisis de xilano con
las enzimas de Pseudozyma sp. EBV97-87 incluyen no solo xilosa, sino también otros
oligosacaridos los cuales podrian corresponder a X2, X3, X4 y otros de mayor grado de
polimerizacién, analizando sus Rf (Figura 50, Tabla 10) y su tiempo de retencion en el
analisis por HPLC (Figura 51). Este resultado estaria indicando que posiblemente el
extracto enzimatico de la cepa de Pseudozyma aislada en esta tesis también presenta
actividad B-xilosidasas o que se trata de una xilanasa capaz de liberar xilosa a partir de
oligosacdridos pequefios como X3. Esta observacion la realizaron Watanabe y su grupo,
al purificar una xilanasa de Pseudozyma antarctica GB-4(0) y analizar los productos de
hidrélisis del xilano de haya comercial, los cuales fueron xilosa (X1), xilobiosa (X2),
xilotriosa (X3) y otros xilololosacaridos de xilano. Ellos estudiaron si esta xilanasa tenia
actividad B-xilosidasa, y encontraron un resultado negativo, por lo tanto esta enzima no
podia hidrolizar la xilobiosa en xilosa. La xilosa detectada podria haber resultado de la
hidrolisis de otros xilooligosacaridos mayores a X2. Ademas lograron clasificar la enzima
segun la secuencia del médulo catalitico en la familia GH10, las cuales exhiben mayor
afinidad por B-1,4-xiloligosacdridos mas cortos y lineales que las xilanasas de la familia
GH11 (Biely et al., 1997). Estos datos, entonces, concluyeron que las xilanasas aisladas de

P. antarctica GB-4(0) corresponderian a endoxilanasas (Watanabe et al., 2015).

La xilanasa PbXynA purificada de Pseudozyma brasiliensis GHGOO1 por Borges vy
colaboradores dio como productos de hidrdlisis del xilano de haya un conjunto de XOS
gue fueron desde X2 hasta X6 y luego de veinte horas se observd la liberacién de
pequefias cantidades de xilosa (Borges et al., 2014). Obtuvieron resultados similares a los
alcanzados en esta tesis pero en un mayor tiempo de reaccion. Debido a que en esta tesis
se utilizd el extracto enzimatico obtenido a partir de la precipitacion con sulfato de
amonio no se pudo determinar si se trata de un extracto con actividad Unicamente

xilanasa o también presenta actividad B-xilosidasa en el crudo enzimatico.

Sin embargo los reportes de Adsul y colaboradores indican que utilizando endo-xilanasas
purificadas de una cepa de Pseudozyma hubeiensis NCIM 3574 se obtuvieron XOS de 3 —
7 unidades de xilosa pero no se producia ni X1 ni X2 a partir de la hidrélisis de xilano de
trigo (Adsul, Bastawde y Gokhale, 2009). Esta diferencia podria ser por la estructura del
xilano utilizado, en los cereales en general se trata de arabinoxilanos con acido ferulico
como sustituyente que podria interferir en el sitio activo de la enzima (Biely, Singh y
Puchart, 2016).
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Finalmente, los productos obtenidos por la hidrélisis del xilano de haya (comercial) con
el extracto enzimatico de Penicillium sp. EBV 95-17 segin se determiné mediante TLC
fueron X3, X4 y X5. Similar perfil obtuvieron Driss y colaboradores los cuales observaron
para la hidrdlisis de xilano de la mazorca de maiz, utilizando una enzima inmovilizada de
Penicillium occitanis los productos obtenidos fueron X3 mayoritariamente y en menor
medida X2 (Driss et al., 2014). Otro estudio realizado con una xilanasa purificada de
Penicillium janczewskii sobre diferentes xilanos comerciales dio como resultado X3, X4 y
principalmente xilooligosacaridos (XOS) mds grandes, por lo tanto, ellos clasifican esta

enzima como una enzima tipo endo-xilanasa (Terrasan, Guisan y Carmona, 2016).

Para futuros ensayos se decide seguir trabajando con las enzimas de Pseudozyma sp. EBV
97-87 y Bacillus sp. EBV 12-22 ya que con Penicillium sp. EBV 95-17 no se obtuvo una

buena produccién de enzima en las condiciones analizadas.

8.2.4. Caracterizacion de las xilanasas segun pH vy
temperatura

Las condiciones éptimas para la actividad de las enzimas en términos de temperatura y
pH fueron investigados en base al estudio de la actividad enzimatica en las diferentes
condiciones sobre los extractos concentrados de Pseudozyma sp. EBV97-87 y Bacillus sp.
EBV 12-22.

Bacillus sp. EBV 12-22

Como se observa en la Figura 52, la xilanasa de Bacillus sp. EBV 12-22 exhibié una
actividad maxima a pH 7.1 y mostrd un rango éptimo entre los pH 6.6 y 7. Pierde un 26
% de actividad a pH 8.4 (actividad a 7.1 contada como 100 %). A pH 9.8 pierde un 85 %
de actividad. Otras xilanasas producidas por Bacillus reportadas muestran grandes
diferencias en su pH dptimo, yendo desde valores acidos, como en el caso de la xilanasa
GH 11 de la cepa B. amyloliquefaciens, el pH dptimo fue de 4 (Baek et al., 2012) a valores
de 6.5 para una cepa de B. subtilis (Chang et al., 2017); pH 7 en una cepa de B. altitudinis
(Adhyaru, Bhatt y Modi, 2014) y hasta pH 6ptimos de 9, como en el caso de la xilanasa de
una cepa de B. mojavensis (Akhavan Sepahy, Ghazi y Akhavan Sepahy, 2011).
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Figura 52 - Determinacion del rango de pH éptimo en xilanasas de Bacillus sp. EBV 12-22

El rango de temperaturas dptimas de la actividad xilanasa de la cepa aislada en esta tesis
es entre 50 °C y 60 °C pero cae notoriamente a los 70 °C (Figura 53). Este resultado es
diferente al de la xilanasa de B. amyloliquefaciens que presenté una temperatura 6ptima
de 70 °C (Amore et al., 2015) o la xilanasa de B. subtilis la cual presentd mayor actividad
a 100 °C (Raj Xavier, Ramana y Sharma, 2018). Sin embargo se han reportado otras
xilanasas con temperaturas éptimas similares a las obtenidas para EBV 12-22, como la
de una cepa de B. mojavensis, la cual mostré actividad éptima a 50 °C (Haddar et al.,
2012). Otro caso son las xilanasas de tres aislamientos de Bacillus sp. con temperaturas
optimas entre 50 °C y 55 °C (Anuradha et al., 2007).
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Figura 53 - Determinacion del rango de temperatura 6ptimo en xilanasas de Bacillus sp EBV 12-22

Pseudozyma sp. EBV97-87
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Como se muestra en la Figura 54 el extracto parcialmente purificado de Pseudozyma sp.
EBV97-87 exhibid actividad en el rango de pH de 3.0-8.0 con un éptimo en el rango de

3.9 a pH 4.8, lo que sugiere que es una xilanasa acida.
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Figura 54 - Determinacion del rango de pH dptimo en xilanasas de Pseudozyma sp. EBV97-87.

El estudio de temperatura dptima se realizd en el pH éptimo de actividad (pH=4.8) y se

encontrd que la temperatura éptima es de 50°C (139.1 U/ml) (Figura 55).
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Figura 55 - Determinacién del rango de temperatura optimo en xilanasas de Pseudozyma sp. EBV97-87.

Estos datos estan de acuerdo con la literatura donde la actividad maxima de xilanasas
originarias de Pseudozyma estd entre pH 4.0y 6.5 y las temperaturas estan entre 40 ° C
y 65 ° C (Adsul, Bastawde y Gokhale, 2009; Borges et al., 2014; Watanabe et al., 2015).
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8.2.5. Estabilidad térmica y peso molecular de xilanasa
de Pseudozyma sp. EBV 97-87

Se determind la estabilidad térmica del extracto concentrado, obtenido del cultivo de
Pseudozyma sp. EBV 97-87, en las temperaturas de 4, 30 y 50 °C a diferentes tiempos. Se
desprende de la Figura 56 que a 50 °C la enzima pierde el 90 % de su actividad luego de
24 horas. Sin embargo a 4 y 30 °C los perfiles de pérdida de actividad son similares, a las
24 horas baja a un 64 % en ambos casos y luego se mantiene estable hasta las 144 horas
y comienza a descender y a las 408 horas tienen solamente el 22 y 24 % de la actividad

inicial respectivamente.
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Figura 56 - Porcentaje de actividad remanente del extracto enzimatico parcialmente purificado obtenido del cultivo de
Pseudozyma sp. EBV 97-87 y conservado a 4, 30y 50 °C.

Se ha reportado que la estabilidad térmica es una variable importante en la actividad
enzimatica y en los usos posibles que pueden lograrse con las enzimas (Ali El Enshasy et
al., 2016). Si biena 4 °C 0 30 °C luego de 24 horas pierden aproximadamente un 35 % de
la actividad, esta se mantiene hasta las 144 horas. Este resultado es de gran importancia
ya que indica que la enzima puede conservarse durante ese tiempo y para ser utilizada.
Si bien su temperatura optima es a 50 °C, el extracto no es estable a esa temperatura.
Esta observacion se ha reportado previamente para xilanasas de este y otros géneros de
microorganismos (Baek et al., 2012; Robledo et al., 2015; Nieto-Dominguez et al., 2017;
Raj Xavier, Ramana y Sharma, 2018). La termoestabilidad es importante para las
diferentes aplicaciones industriales de las enzimas, y esta se puede llegar a mejorar con

modificaciones genéticas (Yang et al., 2017).

Los trabajos de estabilidad térmica reportados sobre las enzimas de Pseudozyma, no
estudian la estabilidad de la actividad en tiempos largos a diferentes temperaturas, sino

gue se estudia la estabilidad a una temperatura por un tiempo corto como ser 10, 15 o
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30 minutos. lgualmente muestran la inestabilidad de estas xilanasas a temperaturas
cercanas a las dptimas, lo que apoya los resultados obtenidos para Pseudozyma sp. EBV
97-87. Por ejemplo el trabajo de Watanabe y colaboradores observaron que 30 minutos
a 57 °C la xilanasa PaXynG de P. antdrctica pierde la mitad de su actividad siendo su
temperatura éptima de actividad 50°C (Watanabe et al., 2015). En el estudio de Adsul
sobre las dos xilanasas de P. hubeiensis indican que la mitad de la actividad se pierde
luego de 15 minutos a 70 °C para la enzima PhX33 y a 60 °C luego de 10 minutos para la
enzima PhX20 siendo las temperaturas éptimas 60 y 55 °C respectivamente (Adsul,
Bastawde y Gokhale, 2009).

Por ultimo se realizé una cromatografia de exclusion por tamafio del extracto enzimatico
para conocer el peso molecular de la xilanasa de interés. De cada pico que se observd en
el cromatograma se midié actividad y se determind que solo uno de ellos fue positivo,
por lo tanto en el extracto solo se encuentra una enzima con actividad xilanasa y la misma
presenta un peso molecular de 19.9 kDa segun la curva de calibracién realizada (Figura
57).
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mat 12.057 ml 4.070 mal

12.58
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Figura 57 - Perfil de elucién de picos de proteinas separadas por gel filtracion del extracto enzimético de de Pseudozyma
sp. EBV 97-87.

Las xilanasas reportadas para Pseudozyma hasta la fecha han presentado pesos
moleculares de 33 kDa en P. antarctica GB-4(0) (Watanabe et al., 2015), 33.5 kDa y 20.1
kDa en P. hubeiensis NCIM 3574 (Adsul, Bastawde y Gokhale, 2009) y 24 kDa en P.
brasiliensis GHGOO1 (Borges et al., 2014).

Se realizd una TLC de la reaccién entre el xilano de haya vy las fracciones obtenidas de la
gel filtracién correspondientes al pico de la xilanasa. En la Figura 58 se observan los

productos obtenidos luego de 15 minutos de reaccidn. Se observa la produccién de xilosa
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y XOS mayores, por lo que se concluye que la enzima purificada es capaz de liberar
xilooligosacaridos y xilosa a la vez.

Figura 58 — TLC de hidrdlisis de xilano de haya con xilanasa purificada de EBV 97-87, en los extremos dos fracciones
correspondientes a la fraccidn eluida con actividad xilanasa de Pseudozyma sp. EBV 97-87, en el centro el estandar de
xilosa.

Resultado similar a la xilanasa reportada por Borges y colaboradores, purificada de P.

brasiliensis GHGOO01, que produce xilosa luego de 3 horas de hidrélisis del xilano de haya.

8.2.6. Produccion de xilanasa de Pseudozyma sp. EBV
97-87 en medio de cultivo con diferentes
residuos

Para reducir los costos de produccién de la enzima xilanasa de Pseudozyma sp. EBV 97-
87 se probaron diferentes residuos agroindustriales y lignoceluldsicos. En concreto se
utilizé salvado de avena (SA), paja de arroz (PA), yerba mate usada (YMU), céscara de
naranja seca (CNS), mazorca de maiz (MM), cebada usada (CU) en una concentracién del
1% p/v.

En la Figura 59 se observan los resultados de actividad xilanasa obtenidos para las

diferentes fuentes de carbono utilizadas.
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Figura 59 - Actividad xilanasa en el medio CDm con diferentes residuos como fuente de carbono: salvado de avena
(SA), paja de arroz (PA), yerba mate usada (YMU), céscara de naranja seca (CNS), mazorca de maiz (MM), cebada usada
(cu).

En todos los casos se observd crecimiento del microorganismo por observacién de
turbidez en los matraces. Las actividades mas altas se observaron en los medios con
cebada wusada y mazorca de maiz. Ambos residuos estdn compuestos de
aproximadamente un 28 - 35 % de hemicelulosa con su cadena principal formada por
unidades de xilosa. En el caso de la cebada usada (dependiendo del tipo de cebada, el
malteado y el resto de los procesos de fabricacién de la cerveza) aproximadamente un
20 % corresponde a la porcion de xilanos, a su vez también es fuente de proteinas (Rocha
dos Santos Mathias, Moretzsohn de Mello y Camporese Srvulo, 2014; Amore et al., 2015).
La mazorca de maiz posee un 30 % de hemicelulosa (Li et al., 2015). Por tanto ambos
residuos presentan una mayor concentracion de hemicelulosas que la corteza de E. dunnii
deslignificada utilizada en la actividad 8.2.1 de este capitulo. Estos dos residuos
agroindustriales son considerados biomasa de bajo costo y contienen una composicion
de azUcares alta de interés en la biorrefineria. La produccién de enzimas a partir de ellos
aportaria a valorizarlos desde el punto de vista econdémico y a disminuir la formacién de

residuos con altos contenidos de materia organica (dos Santos Mathias et al., 2015).

En los estudios reportados sobre produccién de xilanasa de cepas de Pseudozyma sp. sélo
se han realizado experimentos con aguas residuales de destileria de bioetanol
lignoceluldsico provenientes de la hidrdlisis de la paja de arroz (LBDW). Este residuo
contiene altas concentraciones de xilosa (ya que Saccharomyces cerevisiae no la utiliza
como fuente de carbono) y obtuvieron 17.3 U/ml luego de 72 horas de cultivo con P.
antarctica GB-4(0) (Watanabe et al., 2015). Estos valores son similares a los obtenidos en

la tesis con el marlo del maiz y la cebada usada.
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8.3.Conclusiones

- Se selecciond para cada microorganismo un medio de cultivo y un tiempo para
producir la enzima de interés y se encontrd que el xilano es un buen inductor de la

actividad xilanasa para todas las cepas estudiadas.

- Se obtuvo una concentracion de la actividad xilanasa utilizando sulfato de amonio

al 70 % en todos los casos.

- El producto de hidrdlisis del xilano comercial con el extracto enzimatico de la
levadura, es principalmente xilosa, xilobiosa y xilotriosa, también se identificaron X4, X5
y X6 por TLC.

- Los productos de hidrélisis con las enzimas del hongo filamentoso incluyen

oligosacaridos, X3, X4, X5 y en menor medida X2. En este caso no se observa xilosa.

- La hidrdlisis con xilanasas de Bacillus sp. EBV 12-22 se observa xilobiosa, X3, X4,

X5 y X6. Tampoco se observa xilosa como producto final.

- El perfil hidrolitico de las enzimas provenientes de los tres microorganismos es

distinto, aunque todas parecen ser endo-activas por los productos obtenidos.

- Se caracterizaron los pH y temperaturas éptimas de las enzimas de Pseudozyma
sp. EBV 97-87 y Bacillus sp. EBV 12-22. En el caso de la xilanasa de Bacillus sp. EBV 12-22,
el rango optimo de pH fue entre 6.6 y 7.8 y temperatura éptima entre 50 y 60 °C. En el
caso de Pseudozyma sp. EBV 97-87 se encontrd que si bien es activa en un amplio rango

de pH el rango 6ptimo es entre 4.0 y 4.8 y la mejor temperatura es 50 °C.

- El extracto enzimatico parcialmente purificado de Pseudozyma sp. EBV 97-87
resultd estable a 4 °Cy 30 °Cy luego de 17 dias se observa una actividad remanente del
22 y 24 % para ambas temperaturas. Si bien su temperatura optima es 50 °C, la enzima

no es estable a esta temperatura ya que a las 24 horas perdié el 96 % de su actividad.

- El peso molecular de la xilanasa de Pseudozyma sp. EBV 97-87 resultd ser de 19.9
kDa y la misma es capaz de producir xilosa y el resto de los xilooligosacaridos a partir del
xilano comercial de haya. Estos datos permiten concluir que se trata de una endo-

xilanasa.

- Se probaron diferentes residuos agroindustriales para la produccion de xilanasa
por Pseudozyma sp. EBV 98-87 y se encontraron buenas actividades en los medios con

cebada usada y mazorca de maiz.
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9. Estudio de la posible aplicaciéon de las

enzimas obtenidas

9.1. Metodologia

Se presenta en la Figura 60 el esquema de trabajo seguido en este capitulo.

Deslignificacion quimica de la
corteza de E. dunnii

Hidrdolisis de corteza
deslignificada con

Hidrdlisis de corteza
deslignificada con
xilanasas de Bacillus sp. xilanasas de
EBV 12-22 Pseudozvma sp. 97 -87

Estudio de estructura
par SEM

Andlisis de compaosicion
quimica.

Sobrenadante Sélido resultante Sobrenadante Solido resultante

Analisis de ¥ Estudio de Analisis de productos ¥ Estudio de
productos estructura por SEM de la hidralisis estructura por SEM
de la ¥ Andlisis de por HPLC y TLC. v Andlisis de
hidrélisis composicidn :nmposi:iﬁn/

de concentracion de
Sacarificacion con celulasa
comercial y fermentacion
para produccian de etanol
can 5. cerevisioe

por HPLC y quimnica. quingies.
TLC. Estudio de diferentes
/ variables para aumento

Sacarificacién con celulasa
comercial y fermentacidn para

produccidn de etanol con 5.
Concentracidn por evaporacion a vacio

y fermentacion para produccion de xilitol
IR & 3 |

{*] Cribado de microorganismos del LBBE para la
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Levaduras —* MIiCroorganismo
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Hongos

Figura 60 - Esquema sequido para el estudio de la hidrdlisis del xilano de la corteza de E.
dunnii y la posible aplizacion de los productos
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9.1.1. Deslignificacion quimica de la corteza para la
hidrolisis enzimatica

Se pre-tratd 10 gramos de corteza libre de extractivos (ver anexo 12.4.1) con 750 ml de
acido peracético en un matraz de 2 L con agitacién a 85°C durante 30 minutos. Luego de
ese tiempo, se agregd 1 L de agua destilada y el material resultante (corteza
deslignificada) se filtré y se lavd con abundante agua destilada para limpiar los restos de
acido de la superficie. Posteriormente, el material resultante se secé a 40 °C durante una
noche y se mantuvo en bolsa hermética hasta su uso (Evtuguin et al., 2003). Se determind
el contenido de lignina, celulosa y hemicelulosa segun el procedimiento del National

Renewable Energy Laboratory (NREL) descrito en el anexo 12.4.2.

9.1.2. Estudio de la biotransformacién de corteza
deslignificada mediante las xilanasas

Ensayo inicial:

Bacillus sp. EBV 12-22:

- 100 mg de corteza deslignificada se le agregan 3 ml de buffer citrato 0.05M, pH
4.8, extracto parcialmente purificado de Bacillus sp. EBV 12-22 hasta una
concentracion final de 50 U/ml de enzima, se ajusta el volumen final a 5 ml. Se
deja a 30°Cy 150 rpm. Se tomaron muestras a las 0,5 ; 1; 2; 24; 48 y 72 horas de

reaccion. Este ensayo se realizé por duplicado. (*)
Pseudozyma sp. EBV 97-87:

- 100 mg de corteza deslignificada se le agregan 3 ml de buffer citrato 0.05M, pH
4.8, extracto parcialmente purificado de Pseudozyma sp. EBV 97-87 hasta una
concentracion final de 50 U/ml de enzima, se ajusta el volumen final a 5 ml. Se
deja a 30°Cy 150 rpm. Se tomaron muestras a las 1, 2, 16, 24, 48, 72 y 144 horas

Este ensayo se realizé por duplicado. (*)

- El mismo ensayo se llevé a cabo ademads a 50 °C durante 24 horas. Este ensayo

se realizé por duplicado. (*)
Blanco:

- Se realizd un blanco en las mismas condiciones que los ensayos realizados pero

sin el agregado de enzima, se ajusta el volumen final a 5 ml. (*)
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(*) La corteza con el buffer se esterilizaron en autoclave a 121 °C durante 15 minutos

previo a la hidrdlisis, luego se agregod la solucién de enzima previamente filtrada por 0,22

um.

9.1.2.1.  Analisis de corteza resultante

9.1.2.1.1. Estudio de microscopia
Se realizd microscopia electrénica de barrido de las cortezas resultantes del ensayo inicial
de hidrdlisis y de la corteza sin tratamiento con xilanasa. Para ello el material resultante
se adhirié a un soporte de metal y se realizd un recubrimiento de oro en una camara
Denton Vacuum Deskll durante 120 segundos. Las muestras se analizaron en un SEM Jeol-
5900 LV (Laboratorio de Microscopia Electrénica de Barrido, Facultad de Ciencias,

UdelaR) que adquiere y muestra la sefial a través del sistema de imagenes X-Stream.

9.1.2.1.2. Analisis de la composicion quimica
Se realizd el estudio de la composicién de celulosa y hemicelulosa segun el procedimiento
del National Renewable Energy Laboratory (NREL) descrito en el anexo 12.4.2.
Previamente el material resultante de la hidrdlisis se lavd con agua destilada y se secé a

40°C durante 12 horas y luego se utilizé para realizar los andlisis.

9.1.3. Produccién de xilitol

9.1.3.1. Estudio de distintas variables en la producciéon de

xilosa por Pseudozyma sp. EBV 97-87:
Pseudozyma sp. EBV 97-87

- 400 mg de corteza deslignificada se le agregan 3 ml de buffer citrato 0.05M, pH
4.8, extracto parcialmente purificado de Pseudozyma sp. EBV 97-87 hasta una
concentracion final de 100 U/ml de enzima, se ajusta el volumen final a 5 ml. Se
deja a 30°Cy 150 rpm durante 96 horas. (*)

- 500 mg de corteza deslignificada se le agregan 3 ml de buffer citrato 0.05M, pH
4.8, extracto parcialmente purificado de Pseudozyma sp. EBV 97-87 hasta una
concentracion final de 200 U/ml de enzima, se ajusta el volumen final a 5 ml. Se
dejaa30°Cy 150 rpm durante 96 horas. Este ensayo se llevd a cabo por duplicado.
(*)

(*) La corteza con el buffer se esterilizaron en autoclave a 121 °C durante 15 minutos

previo a la hidrolisis, luego se agregod la soluciéon de enzima previamente filtrada por 0,22

um.
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9.1.3.1.1. Caracterizacion analitica de los productos de hidrdlisis

obtenidos
Las muestras obtenidas se analizaron mediante cromatografia en capa fina (TLC) y

cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC).
Condiciones de TLC:

La TLC (Silicagel 60 F2s4, Merck ®), Fase movil utilizada fue cloroformo : acido acético :
agua (3:6:1).

Revelador: Orcinol 20 mM en etanol/acido sulfdrico 95:5.
Condiciones de HPLC:

Equipo Shimadzu LC — 20AT, detector de indice de refracciéon (Shimadzu RID — 10AT). La
columna utilizada fue Supelcogel C610H (30 cm x 7.8 mm) con pre-columna Supelguard
C610H (5 cm x 4.6 mm). Fase movil, H,SO4 0,005 N, flujo de 0,5 ml/min. Los analisis se
llevaron a cabo a 55°C. Se realizaron curvas de calibracion de xilosa (X1), xilobiosa (X2),

xilotriosa (X3) (Megazyme).

Cdlculo de rendimiento de hidrdlisis

- e (xilosa total liberada * 0,88)
Rendimiento de hidroélisis (%) = * 100

xilano inicial en el material

9.1.3.2.  Cribado de microorganismos para la produccion de
xilitol

Se realizé un cribado de una seleccion de microorganismos pertenecientes a la coleccion

del Laboratorio de Biocatalisis y Biotransformaciones para la produccién de xilitol a partir

de xilosa comercial.
Se ensayaron 49 microorganismos, 26 bacterias, 12 levaduras, 11 hongos filamentosos.
Levaduras

Se realizaron cultivos en placas de Petri con medio PDA de las levaduras seleccionadas.
Luego de ver colonias aisladas, se tomo una para realizar el indculo en el pre-cultivo de
medio YPX (extracto levadura 1%, peptona 2%, xilosa 3%) en agua. En un matraz de 100

ml con 40 ml de medio se incubaron a 150 rpm, 28 °C durante 24 horas.

Luego de las 24 horas de pre-indculo, se centrifugaron las células a 4000 rpm durante 5
minutos a 10 °C, se lavaron dos veces con buffer fosfato 0.1M pH 6.5. El total de células

se utilizé para inocular matraces de 100 ml con 40 ml de medio YPX en el mismo buffer.
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Se tomaron muestras a las 24, 48, 72, 144 y 192 horas.
Bacterias

Se realizaron cultivos en placas de Petri con medio TSA de las bacterias seleccionadas.
Luego de ver colonias aisladas, se tomd una para realizar el indculo del pre-cultivo en
tubo (5 ml) de medio M9+xilosa (xilosa 1%) en agua. Se crecieron a 150 rpm, 28 °C

durante 48 horas.

Luego de las 48 horas de crecimiento se inocularon 100 ul en matraces de 25 ml con 5

ml de medio M9 + xilosa 3%.
Se tomaron muestras a las 48 y 120 horas.
Hongos filamentosos

Se realizaron cultivos en placas de Petri con medio PDA de los hongos seleccionados.
Luego de ver crecimiento, se tomd con un sacabocado de un 1 cm de didmetro tres
tarugos que se utilizaron para inocular el medio YPX (extracto levadura 1%, peptona 2%,
xilosa 3%) en agua. En matraz de 100 ml con 20 ml de medio. Se crecieron a 150 rpm, 28

°C durante 6 dias.
Se tomaron muestras a las 48 y 144 horas.

Se analizaron todas las muestras por HPLC utilizando la columna y las condiciones
anteriormente mencionadas (9.1.3.1.1). Se realizaron curvas de xilosa y xilitol para

cuantificar consumo y produccion (Anexo 12.3.2).

9.1.3.3.  Produccion de xilitol con Wickerhamomyces

anomalus Z1
Indculo de W. anomalus 71

Se crecio la cepa de levadura en medio solido PDA, durante 48 horas, se realizd un pre-
cultivo pasando una colonia aislada a un matraz Erlenmeyer de 50 ml con 20 ml de medio
YPX (extracto de levadura 1, peptona 2, xilosa comercial 3 %) en agua y se incubd a 28 °C,
150 rpm por 24 horas. El cultivo obtenido se repartid en volimenes de 1 ml en
eppendorffs, se centrifugd a 4000 rpm durante 5 minutos a 10 °C, se descartd el
sobrenadante de cada tubo y las células se enjuagaron con 1 ml de suero fisiolégico. Se
repitid esta operacion y se descartd el sobrenadante. La biomasa humeda de cada

eppendorff (0.05 g) se utilizé6 como indéculo de cada fermentacion.
Fermentacion

1) Medio sintético
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Se realizé la fermentacién en medio sintético YPX (extracto de levadura 1 % p/v, peptona
2 % p/v) y dos concentraciones de xilosa comercial, 4 y 9 mg/ml en los medios sintéticos

1y 2 respectivamente con un volumen final de 1 ml en viales de 4 ml.

Se inoculé cada uno de estos viales con la biomasa humeda de un tubo eppendorff. Se
taparon con algodon y papel. Se incubaron a 28 °C y 150 rpm. Se tomaron muestras a

tiempo Oy 72 horas.
2) Hidrolizado enzimdtico de corteza

Al hidrolizado de corteza obtenido segun el punto 9.1.3.1 se lo separd del material solido.
El liquido se concentré mediante evaporacién a vacio hasta un volumen de 1 ml y una
concentracion de xilosa final de 6.8 mg/ml medida por HPLC. Se agregd extracto de
levadura 1 % p/vy peptona 2 % p/v. Se inoculd este medio con la biomasa humeda de un
tubo eppendorff en un vial de 4 ml. Se tapd con algoddn y papel. Se incubd a 28 °Cy 150

rpm. Se tomaron muestras a tiempo 0y 72 horas.

Andlisis de productos por HPLC

Se llevé a cabo en las condiciones descritas anteriormente en el apartado (9.1.3.1.1).
Cdlculo de pardmetros de la fermentacion

Rendimiento de xilitol

Se calculé el rendimiento de xilitol producido por xilosa utilizada al finalizar la

fermentacion (Latif y Rajoka, 2001).

=( )/(

mg xilitol) mg de xilitol_ mg xilosa consumida
ml

Rendimiento (Yp) (

mg xilosa ml

Productividad volumétrica

_ myg xilitol

dp

" ml % hora

9.1.4. Produccion de etanol

9.1.4.1.  Sacarificacion y fermentacion a partir de corteza

deslignificada hidrolizada xilanasas
Se realizé un sistema de sacarificacion simultanea a fermentacion (SSF):

- 100 mg de cada corteza deslignificada e hidrolizada con las xilanasas de
Pseudozyma sp. EBV 97-87 vy Bacillus sp. EBV 12-22 en viales de 20 ml con tapén

de goma vy precinto se le agregd celulasa comercial de Trichoderma reesei ATCC
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26921 (Sigma-Aldrich) en una concentracion de 50 FPU/g de sustrato en un

volumen final de 5 ml.

- Luego de dos horas de sacarificacion a 50 °C se inoculé la levadura Saccharomyces
cerevisiae con una concentracion inicial de 0,1 g / ml de peso humedo (1 ml de
inéculo) y se incubd a 30 °Cy 150 rpm. La levadura Saccharomyces cerevisiae fue
adquirida comercialmente en la forma de levadura seca para panificacién. La
misma fue cultivada en placas de Petri con PDA a 28 °C para obtener colonias
aisladas. Una vez crecida en el laboratorio se tomo una colonia y se inoculd en un
matraz Erlenmeyer de 250 ml con 50 ml de medio PDB y se incubd a 28 °Cy 24
horas. El cultivo se centrifugd y la biomasa humeda se utilizd para inocular la

fermentacion.

Se tomaron alicuotas de muestra a distintos tiempos. Las muestras se analizaron por
HPLC, utilizando el mismo método descrito para el experimento anterior. Se realizé una

curva de calibracién de etanol, glucosa y celobiosa para su cuantificacion (Anexo 12.3.2).

9.2.Resultados y discusion

9.2.1. Deslignificacion quimica de la corteza de
Eucalyptus dunnii

Se realizé previamente el paso de deslignificacion de la corteza de E. dunnii ya que la
estructura que forman los polimeros de lignina y carbohidratos la vuelven recalcitrante a
la desconstruccién, por lo que su presencia en el material vegetal no permitiria observar
cambios al utilizar las enzimas obtenidas (Mupondwa et al., 2017). El material resultante
es la corteza deslignificada y se obtienen 8 gramos de la misma partiendo de 10 gramos
de corteza libre de extractivos. En la Tabla 11 se muestra la composicion quimica de la

corteza inicial y de la resultante luego de la etapa de deslignificacién.

Tabla 11 - Composicion de los polimeros de la corteza de E. dunnii sin tratar y tratada con acido peracético.

Corteza libre de|Corteza
% extractivos deslignificada
glucanos 44 65,1
xilanos 13 16,2
lignina insoluble |17 5,1
lignina soluble 2.8 0

Como se puede ver principalmente aumentan los porcentajes de glucanos y xilanos por
la degradacion de la lignina. Este material fue el utilizado para la hidrdlisis con las

xilanasas.
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El dcido peracético ha sido reconocido durante mucho tiempo como un reactivo eficaz
para la eliminacion de la lignina, aislando las fibras vegetales para su uso en algunas
técnicas en el proceso de la pulpa y el papel (Brasileiro, Colodette y Pilo-Veloso, 2001).
Segln los diferentes autores que estudiaron el proceso de deslignificacién mediante este
método indican que si el tiempo es suficiente, se puede perder ademas de la lignina una
fraccion de las hemicelulosas presentes en el material, por lo tanto para minimizar ese
efecto, se trabajé en tiempos de deslignificacion de media hora. Una vez finalizado el

proceso se observd que el material quedd mas blanco que el inicial.

9.2.2. Hidrolisis de la corteza pre-tratada utilizando
xilanasas obtenidas de los microorganismos
seleccionados.

Ensayo inicial:

Se estudié el efecto del uso de las enzimas concentradas de Pseudozyma sp EBV 98-87 y

Bacillus sp. EBV 12-22 sobre corteza de E. dunnii deslignificada.
Bacillus sp. EBV 12-22.

A'los sobrenadantes de la hidrélisis de la corteza deslignificada con el extracto enzimatico
de Bacillus sp. a las 72 horas de reaccion, se les realiza una TLC y los resultados se

muestran en la Figura 61.
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Figura 61 - TLC del sobrenadante de la hidrdlisis de la corteza deslignificada con el crudo enzimatico parcialmente
purificado de Bacillus sp. EBV 12-22 a las 72 horas de reaccidn.

Del andlisis de los productos de hidrdlisis obtenidos con las enzimas de Bacillus sp. EBV
12-22 en la TLC, se observan manchas de Rf similares a los de X2 y X1. Por HPLC se
comprueba que son esos productos y se cuantifican. Ademas se distingue una mancha
con similar Rf que la X3 y otra similar a X4. La identificacion de estos compuestos no pudo
ser corroborada por HPLC debido a que en la columna utilizada, estos productos no son

resueltos.

Por otro lado, al medir la cantidad de azUcares reductores por el método del DNS se pudo
determinar el total de azlcares reductores liberados y expresados como equivalentes de
xilosa. En la Figura 62 se observa la cantidad de azucares reductores liberados luego de
las 72 horas de reaccién y en la Tabla 12, los porcentajes de xilano en la corteza antes y
luego de la hidrdlisis con la xilanasa de Bacillus sp. EBV 12-22, el mismo disminuye un 54
%.
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Figura 62 - Cuantificacion de azucares reductores de los sobrenadantes de la hidrdlisis de la corteza con las enzimas de
Bacillus sp. EBV 12-22 a las 72 horas de reaccion.

Tabla 12- Porcentaje de xilanos de la corteza deslignificada y tratada con las xilanasas de Bacillus sp. EBV 12-22 alas 72
horas de reaccién

% xilano en corteza deslignificada tratada
con xilanasa de Bacillus sp. EBV 12-22
16.2 7.4

% xilano en corteza deslignificada

Del total de estos equivalentes (Figura 62), el 4 % corresponde a xilosa y el 9,3 % a X2 (los
cuales se cuantificaron mediante HPLC y en el caso de X2 se relacionaron los gramos de

equivalentes de xilosa / gramos de xilobiosa).

Los mismos productos excepto la xilosa se observaron en la hidrélisis del xilano de haya
comercial, resumidos en el capitulo 8. La presencia de xilosa puede ser debida a la
diferencia de tiempo en que se tomaron las muestras de las distintas hidrodlisis (en el
xilano comercial el tiempo fue de 15 minutos y en este ensayo fue de 72 horas). En los
estudios realizados sobre diferentes xilanos o material lignoceluldsico con xilanasas de
Bacillus se han reportado los mismos productos mayoritarios. Se obtuvieron XOS de
diferentes residuos agricolas pre-tratados con alcalis mediante la accién del extracto con
actividad xilanasa de Bacillus amyloliquifaciens NRRL B-14393 con un rendimiento entre
54,4% para el bagazo de la planta “jacinto de agua” y 85,5% para el salvado de trigo. Estos
resultados indican que el mayor rendimiento de conversién enzimatica se correlaciona
con la menor complejidad estructural del sustrato como es el salvado de trigo (Rashad et
al., 2016). También se reporta la produccion de XOS mediante la fermentacién de
diferentes sustratos lignoceluldsicos mediante una cepa de Bacillus subtilis KCX006. Entre
los diferentes sustratos utilizados, el salvado de trigo con el agregado del prensado que
gueda luego de la produccion de aceite de nuez, fueron los que mostraron la mayor
cantidad de XOS (24.92 mg/g sustrato) y los principales productos fueron X2, X3 y X4

(Reddy y Krishnan, 2016). Estos resultados, obtenidos con las células enteras son
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similares en cantidad de azlcares reductores y tipos de XOS obtenidos en el ensayo
realizado con las enzimas de Bacillus sp. EBV 12-22.

Pseudozyma sp. EBV 97-87

En la Figura 63 se muestra el andlisis por la TLC de las hidrdlisis realizada sobre 100 mg
de corteza deslignificada y 50 U/ml de xilanasa de Pseudozyma sp. EBV 97-87 y en la
Figura 64 se muestran los azlcares reductores obtenidos luego de las 72 horas de
reaccién. En la Tabla 13 se muestran los porcentajes de xilano antes y después de la

hidrdlisis con la xilanasa.

Tiempo (hs): 0,51 2 72 X1 X2
X3 X4

Figura 63 - TLC de los productos de hidrdlisis de la corteza deslignificada con enzimas de Pseudozyma sp. EBV98-87 a
distintos tiempos.

El perfil de la hidrdlisis en los distintos tiempos de reaccidén es similar a los productos
obtenidos en la hidrdlisis del xilano comercial (Capitulo 8), al observarse que a las
primeras horas de reaccion se liberan pequefias cantidades de xilosa junto a otros XOS
de mayor tamafio pero con el transcurso de la reaccién, el producto mayoritario termina

siendo xilosa.
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Figura 64 - Cuantificacion de azUcares reductores de los sobrenadantes de la hidrélisis de la corteza con las enzimas de
Pseudozyma sp. EBV 97-87.

Tabla 13 - Porcentaje de xilanos de la corteza deslignificada y tratada con las xilanasas de Pseudozyma sp. EBV 97-87 a
las 72 horas de reaccién

% xilano en corteza deslignificada tratada
con xilanasa de Pseudozyma sp. EBV 97-87
16.2 5.2

% xilano en corteza deslignificada

Al relacionar la medida del total de los equivalentes de xilosa obtenidos por el método de
DNS, con la cuantificacion de xilosa por HPLC, se obtuvo que el 90 % corresponde
efectivamente a xilosa. El 10 % restante pueden ser productos que se observan como
manchas de menor Rf en la TLC de la Figura 63. La conversion de los xilanos en la corteza

fue de un 68 % al comparar los porcentajes de xilano antes y después de la hidrdlisis.

Se cuantificd ademds la cantidad de xilosa producida en el tiempo por HPLC, los

resultados se muestran en la Figura 65.
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Figura 65 - Primer hidrdlisis de corteza deslignificada con xilanasa de Pseudozyma sp. EBV 97-87

En este ensayo se evalud la hidrélisis de la corteza deslignificada a un tiempo final de 72
horas. En el periodo ensayado no se observé un maximo de xilosa, por lo que se decidié
realizar el mismo ensayo evaluando la reaccién a distintos tiempos hasta las 144 horas
para poder estudiar si la concentracion de xilosa aumentaba. Los resultados se muestran
en la Figura 66.
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Figura 66 - Hidrdlisis de la corteza de E. dunnii deslignificada con enzimas de Pseudozyma sp. EBV 97-87 a 30 °C.

En este experimento, se destaca la produccion de xilosa a una velocidad mayor durante
las 69 horas de reaccién llegando a una concentracion de 1.98 mg/ml, para luego crecer

mas lentamente y llegar a 2.15 mg/ml entre las 96 y 144 horas.

Por otra parte, se estudié la hidrélisis a mayor temperatura (50 °C) para evaluar si se

obtenia un aumento en la produccion de xilosa dado que es la temperatura éptima de la
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enzima (ver capitulo 8), pero se estudié solo hasta las 24 horas ya que la enzima es
inestable a esa temperatura.

Si bien a 50 °C la actividad es éptima, no se logra obtener una mayor concentracién de
xilosa en las primeras 24 horas de reaccion (0.76 mg/ml). En el blanco no se liberd xilosa.

9.2.2.1.  Anadlisis de la corteza resultante
La superficie del sélido resultante de los primeros ensayos de hidrélisis con las enzimas

de Bacillus sp. EBV 12-22 y Pseudozyma sp. EBV 97-87 se analizaron mediante
microscopia electronica de barrido. En la Figura 67 se muestran las imagenes obtenidas

de las diferentes cortezas hidrolizadas comparadas con la corteza deslignificada sin tratar

con enzimas.

Figura 67 - Microscopia electrénica de barrido de las cortezas deslignificadas. Fila 1 — Sin tratar con enzimas. Fila 2 —
tratada con xilanasa de Pseudozyma sp. EBV 97-87. Fila 3 —tratada con xilanasa de Bacillus sp. EBV 12-22. Se muestran
los mismos aumentos para todos los casos para poder comparar los cambios en la superficie. Aumentos de izquierda a
derecha, x370, x1400 y x9500.

La estructura y la degradacion de las paredes celulares de las plantas se pueden evaluar
por métodos quimicos, pero tales métodos miden sélo los contenidos de los
componentes de la pared celular. Los métodos fisicos, como el microscopio electronico,
proporcionan informacion sobre la distribucion de dichos componentes tanto dentro
como entre las paredes celulares. Es posible comprender las diferencias en Ia

digestibilidad por la presencia o no de lignina y el ataque selectivo por microorganismos
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sobre los variados materiales lignoceluldsicos al visualizar mediante microscopia

electrdnica los materiales antes y después del ataque (Grenet, 1989).

Los estudios de microscopia electrdonica de barrido muestran que la accion de xilanasa
provoco cambios en la superficie del material. En la corteza sin tratar con enzimas, las
fibras se observan uniformes y con un superficie lisa. Por otro lado, las fibras en las
cortezas tratadas con enzimas se observa que la superficie estd dspera, heterogénea y
estriada, lo que indica que se dio un proceso de pelado (“peeling”) de la superficie con la
aparicion de grietas. Este cambio se ve mas acentuado en el caso de la corteza tratada

con enzimas de Pseudozyma sp. EBV 97-87.

Este agrietado de la superficie, le da un aspecto estriado (se observa mejor en el aumento
x 9.500) vy las fibras quedan menos uniformes, como si se separaran entre ellas (se
observa mejor en el aumento x 1.400). Estos resultados concuerdan con los obtenidos
por diferentes autores que han apoyado sus experimentos de degradacion de materiales
lignoceluldsicos con imagenes tomadas por un microscopio electrénico de barrido, se
encontré que varios de estos estudios son sobre diferentes materiales obtenidos del
Eucalyptus. En el estudio llevado a cabo por Xiong y colaboradores sobre la degradacién
de corteza de Eucalyptus tras la inoculacion con una cepa de Trichoderma reesei, indican
que a diferencia de la muestra control, aquellas que fueron inoculadas con el hongo
mostraron una pronunciada degradacién de las células, con la formacion de cavidades y
fracturas en la superficie. También observaron las hifas del hongo creciendo a través de
las capas de la corteza, y midieron altas concentraciones de actividad xilanasa y celulasa,
por lo que estos autores demuestran que el hongo puede desintegrar la intrincada red
lignoceluldsica y utilizar la celulosa y hemicelulosa para su crecimiento y metabolismo
(Xiong et al., 2016). Este efecto se observd también en el bagazo de cafia de azUcar
tratado con una xilanasa purificada del hongo zigomiceto Lichtheimia ramosa (Alvarez-
Zuiiga et al., 2017).

Otros autores han evaluado la hidrdlisis con xilanasas de pulpas de celulosa Kraft de
Eucalyptus parcialmente deslignificadas y observaron por microscopia electrénica de
barrido que se desprenden fibras y se abren grietas de la pared celular y encontraron que
estas modificaciones facilitaron el acceso en las sucesivas etapas de blanqueo de los
productos quimicos, disminuyendo el uso de los mismos y mejorando las propiedades de
la fibra obtenida (Torres et al., 2000; Roncero et al., 2005; Manisha y Yadav, 2017; Sridevi,

Ramanjaneyulu y Suvarnalatha Devi, 2017).

En nuestros ensayos, los cambios fueron mas evidentes en la corteza tratada con xilanasa
de Pseudozyma sp. EBV 97-87 que con las xilanasas de Bacillus sp. EBV 12-22. Estos

resultados pueden relacionarse a que el porcentaje de conversién de xilano fue mayor en
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el caso de la xilanasa de Pseudozyma sp. EBV 97-87 que en la corteza tratada con la
enzima de Bacillus sp. EBV 12-22 (Apartado 9.2.2 de este capitulo).

9.2.3. Produccién de xilitol

9.2.3.1.  Estudio de distintas variables en la produccion de

xilosa por Pseudozyma sp. EBV 97-87:

Posteriormente, se llevd a cabo el estudio de la hidrdlisis con diferentes cantidades de
corteza y unidades de enzima, se analizd la produccién de xilosa a diferentes tiempos. Los
resultados de maxima produccion se muestran en la Tabla 14 comparados con el ensayo

inicial realizado.
Tabla 14 - Hidrélisis de corteza deslignificada con enzimas de Pseudozyma sp. EBV 97-87. Se muestra la concentracién

final de xilosa, el tiempo en la que se obtuvo la mayor concentracion y el porcentaje final de conversion de xilano
(aquellos con estimacion del error son promedios de dos repeticiones).

, Unidades de | Concentracidn Hora de méaxima Rendimiento
Cantidad de . . ) ., . rers s
corteza (mg) enzima de xilosa final | concentracion de xilosa hidrolisis

& (umi (mg/ml) (Hs) (%)

100 50 2,1+£0,3 72 50

400 100 51 96 35
500 200 58%0,2 56 32

En el primer ensayo de hidrdlisis se obtuvo un rendimiento de hidrdlisis del 50 % del
xilano de la corteza deslignificada luego de 72 horas de hidrélisis, obteniendo como
producto mayoritario xilosa (90 %). Este resultado es de gran interés ya que la xilosa se

podria utilizar para obtener xilitol por fermentacién en un bioproceso integrado.

Para mejorar las cantidades de xilosa obtenidas, con la finalidad de obtener la
concentracién de xilosa necesaria para llevar a cabo el proceso de fermentacién a xilitol,
se realizaron distintos ensayos en los que se variaron la cantidad de corteza y las unidades
de enzima utilizada. En el ensayo con 400 mg de corteza y 100 U/ml de enzima, la
cantidad de xilosa obtenida aumentd 2.4 veces. Cuando se paso de 400 a 500 mg de
corteza deslignificada y aumentar el doble las unidades de enzima, disminuyé el tiempo
en llegar a la concentracién maxima a 56 horas, sin embargo el incremento de la
concentracion de xilosa no fue muy marcado (se pasé de 5.1 a 5.8 mg/ml de xilosa) y los

rendimientos de hidrdlisis (xilosa a partir del xilano en la reaccion) disminuyeron.

En literatura no se ha encontrado informacion sobre la produccién de xilosa o XOS a partir
de sustratos lignoceluldsicos utilizando xilanasas producidas por el género Pseudozyma.
Los resultados obtenidos en la presente tesis corresponderian al primer reporte de la
degradacion del xilano de maderas duras por enzimas expresadas en Pseudozyma sp. EBV
97-87.
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Se ha encontrado un reporte en donde se evalud el efecto de agregado de enzimas
xilanasas en la produccion de xilosa a partir de marlo de maiz. En este caso encontraron
que, al igual que lo observado en esta tesis, la concentracién de xilosa aumentd con el
incremento de la dosificacién de 5 a 30 U de enzima de Aspergillus terreus / g de mazorca
de maiz pero un aumento adicional de enzima no pudo mejorar la hidrdlisis de la mazorca
de maiz (Li et al., 2015).

También se reporta un trabajo en el que se ha probado incrementar la concentracion de
sustrato, en este caso analizaron la hidrélisis con xilanasas comerciales (Accelerase XY
crudo enzimatico de Trichoderma reesei) de los restos de los frutos de la palma, y
observaron que a bajas concentraciones de sustrato (entre 0.5 y 5 %), un pequefio
aumento en la concentracion del mismo da como resultado un aumento del rendimiento
(el mayor rendimiento fue de 51.9 % en una concentracion de 5 %. Pero una alta
concentracién de sustrato disminuye el rendimiento de hidrdlisis (entre 7 y 15 %). Estos
autores atribuyen este efecto a problemas de transferencia de masa entre la enzimay el
sustrato (Mardawati et al., 2014). Similar al efecto observado al utilizar las enzimas de
Pseudozyma sp. EBV 97-87 al aumentar la concentracion de la corteza de Eucalytpus

dunnii.

Por otro lado, en estos ensayos se pudo determinar mediante HPLC la presencia de acido
acético (ver anexo 12.8.2). La aparicion de este compuesto en los productos de hidrolisis
indica la presencia de actividad acetilxilano estearasa en los extractos parcialmente
purificados de Pseudozyma sp. EBV 97-87. Esta enzima forma parte del grupo de enzimas
auxiliares en la degradacion del xilano (Biely et al., 2013), ya que los residuos de acetato
vuelven mas recalcitrante a la estructura de xilano, e interfieren con la accién de las endo-
xilanasas (Ali El Enshasy et al., 2016) es de gran importancia su presencia en el crudo

enzimatico.

La conclusion que se desprende de estos reportes y de los estudios realizados en esta
tesis, es la importancia del conocimiento de la composicion material que se va a utilizar
para la hidrdlisis y el comportamiento del extracto enzimatico, es informacién clave para

desarrollar el proceso de pre-tratamiento e hidrdlisis.

9.2.4. Cribado de microorganismos para la produccion
de xilitol

Se realizd un cribado de los microorganismos de la coleccidon del laboratorio de
Biocatalisis y Biotransformaciones para evaluar su capacidad de producir xilitol a partir

de xilosa comercial. Los resultados se presentan a continuacién en las Figuras 64, 65y 66.

138



Levaduras

Como se observa en la Figura 68 de las 12 levaduras ensayadas, dos no mostraron
produccion de xilitol (Rhodotorula glutinis H93 y Pseudozyma sp. EBV 97-87) mientras
gue la levadura Wickerhamomyces anomalus Z1 fue la que produjo mayor cantidad del

poliol a las 72 horas de incubacién.
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Figura 68 - Produccién de xilitol mediante la fermentacion de D-xilosa en levaduras de la coleccién del LBB.

Bacterias

En el caso de las bacterias, se ensayaron 26 cepas. Sélo se observan cantidades
apreciables de xilitol en Pantoea sp. PRII45C13, Enterobacter agglomerans PRII45C8 y
Citrobacter sp. La concentracion de xilitol encontrada en estas cepas fue mayor a las 48

horas (Figura 69).
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Figura 69 - Produccién de xilitol mediante la fermentacion de D-xilosa en bacterias de la coleccion del LBB.

Hongos filamentosos

Se analizaron 11 hongos filamentosos, de ellos los que mostraron produccion de xilitol

fueron Aspergillus sp. Y6, y Penicillium sp. VA8 (Figura 70).
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Figura 70 - Produccién de xilitol mediante la fermentacién de D-xilosa en hongos filamentosos de la coleccion del LBB.

Las levaduras fueron las mejores productoras de xilitol entre todos los microorganismos
analizados. Las levaduras son los microorganismos que hasta el momento estan
considerados como los mejores productores de xilitol en comparacién con bacterias y
hongos filamentosos. Existe una amplia literatura referida a la produccion de xilitol
mediante levaduras tanto salvajes como genéticamente modificadas (Latif y Rajoka,
2001; Ali et al., 2017; Ghaffar et al., 2017; Lépez-Linares et al., 2018). Siendo el género
Candida el mas reportado (Wang et al., 2013; Mattam et al., 2016; Santana et al., 2018).
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Con los resultados obtenidos se decidid, continuar trabajando con la cepa
Wickerhamomyces anomalus Z1 para la produccion de xilitol a partir del hidrolizado de la
corteza Los resultados de esta levadura son prometedores ya que W. anomalus ha sido
aislada de muchos habitats diferentes y muestra una notable robustez fisioldgica frente
a las tensiones ambientales, como el pH extremo o la baja actividad del agua (Passoth,
Olstorpe y Schnirer, 2011), lo que la hace una candidata interesante para su crecimiento
en hidrolizados de residuos lignoceluldsicos, los cuales presentan compuestos
inhibitorios. Por otro lado, se ha reportado produccién de xilitol por este género a partir
de hidrolizados de cdscara de arroz, y encontraron que a escala matraz dio un
rendimiento de xilitol / xilosa (g/g) de 0.38. En el caso de W. anomalus 71 el rendimiento
en el medio sintético fue de 0.61. En otro estudio de produccion de xilitol por levaduras
aisladas, una cepa de Wickerhamomyces anomalus, produjo una concentracion de 4.28
g/l de xilitol luego de 72 horas de fermentacion, a partir de un medio con la misma
concentracién inicial de xilosa que la realizada durante esta actividad, valor notoriamente
menor al obtenido por la cepa Wickerhamomyces anomalus Z1 (Guaman-Burneo et al.,
2015). Otros aislamientos de Wickerhamomyces mostraron una baja produccion de xilitol
a partir de medios sintéticos, como el caso de la cepa W. pijperi, se obtuvieron 0.98 g/I
de xilitol a partir de una concentracion inicial de xilosa de 20 g/l (Morais et al., 2013). Por
lo discutido anteriormente, la cepa W. anomalus Z1, mostré una prometedora
produccion de xilitol en las condiciones ensayadas, considerando su alta concentracion

de xilitol y rendimiento.

9.2.4.1.  Produccion de «xilitol a partir del hidrolizado de

corteza
Se planted realizar el estudio de la produccion de xilitol mediante la fermentacién de la

xilosa obtenida del hidrolizado de la corteza deslignificada de E. dunnii por medio de las
xilanasas de Pseudozyma sp. EBV 97-87. Para ello se selecciond la levadura enddfita
Wickerhamomyces anomalus Z1. Una vez seleccionada la levadura a utilizar se evalud la
fermentacion utilizando dos concentraciones de xilosa comercial (medios sintéticos) y se
evalué ademas la fermentacion de la xilosa obtenida en la hidrdlisis enzimatica de la
corteza de E. dunnii. Se utilizé la Ultima condicidn ensayada para la hidrdlisis de la corteza
deslignificada con xilanasa de Pseudozyma sp. EBV 97-87, (500 mg de corteza y 200 U/ml
de crudo parcialmente purificado) y se concentré el sobrenadante llegando a un valor de
6.8 mg/ml de xilosa. Se logrd llegar a una concentracién de xilosa intermedia entre la
realizada para los dos medios de cultivo sintéticos para utilizar como fuente de carbono
en la fermentacién mediante W. anomalus Z1. Los resultados junto con los pardmetros

medidos para la fermentacién se presentan en la Tabla 15.
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Tabla 15 - Fermentacién de xilosa del hidrolizado enzimatico de corteza de E. dunniiy medios sintéticos. Concentracion
de xilosa inicial, xilitol y rendimiento (xilitol/xilosa) y productividad volumétrica.

Hidrolizado | Medio Medio

de E. dunnii |sintético 1 sintético 2
CONCENTRACION INICIAL DE XILOSA 6.8 40 9.0
(mg/ml)
CONCENTRACION DE XILITOL (mg/ml) 0.99 0.76 4.6
CONCENTRACION FINAL DE XILOSA (mg/ml) | 0.6 0.0 0.0
Productividad (Qp) (mg/ml*h-1) 0.014 0.011 0.064
rendlmlgnto (Yp) (mg xilitol / mg xilosa 0.16 0.15 0.51
consumida)

Del andlisis de estos estudios se desprende que en todos los casos se obtuvo xilitol como
producto, en el caso de los medios sintéticos a las 72 horas ya se habia consumido toda
la xilosa, en el medio hidrolizado auin quedaba un remanente (0.6 mg/ml). Si se compara
el rendimiento de xilosa consumida transformada a xilitol, se encuentra que fue menor
en el caso del medio con hidrolizado de E. dunnii que en los medios sintéticos, a pesar
que la concentracion de xilosa en el hidrolizado fue mayor que en el sintético 1. La
velocidad de consumo de xilosa, junto con el menor rendimiento en el medio hidrolizado
de E. dunnii podria explicarse por la presencia de acido acético en el medio que provino
de las enzimas acetilesterasas del extracto enzimatico de Pseudozyma sp. EBV 97-87. Es
conocido el efecto inhibidor del acético en la fermentacion de las levaduras a partir de
los hidrolizados de lignocelulésicos (Ceccato-Antonini, Codato, et al., 2017). El acido
acético es un inhibidor prominente de la absorcién de xilosa por las células (Novy et al.,
2013). En pH bajos, el 4cido acético se vuelve liposoluble y es capaz de difundirse a través
de la membrana plasmatica. Dentro de la célula, se disocia debido al pH neutro y se
acumula en el citoplasma. Los protones, liberados en el citoplasma, dan como resultado
la disminucién en el pH de la célula que causa la inhibicion de la actividad celular y la
muerte (Chandel, da Silva y Singh, 2013). Deberia realizarse un control del pH para evitar
gue baje demasiado y ocurra este efecto, esto podria explicar que no se haya consumido
toda la xilosa en las 72 horas. Por otro lado, un microorganismo puede adaptarse a
inhibidores en un proceso a largo plazo bajo presion selectiva (Canilha et al., 2012). En
algunos reportes la adaptacion a los hidrolizados lignocelulésicos dio como resultado un
aumento en las tasas de fermentaciéon y el rendimientos mayores (Parawira y Tekere,
2011).

Los resultados obtenidos concuerdan con estudios realizados por diferentes
investigadores en términos de produccién de xilitol a partir de hidrolizados enzimaticos
de residuos lignoceluldsicos diversos y cepas de otros géneros de levadura. Los reportes

encontrados con mayor frecuencia son de la hidrdlisis del marlo de maiz con xilanasas,
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como en el caso de Li y colaboradores que utilizaron el sobrenadante de un cultivo de
Aspergillus terreus Li-20 y lograron una concentracion de 18.03 g/l de xilosa en 8 horas,
que luego utilizaron para fermentar con una cepa de Candida tropicalis BIT-Xol-1,
obteniendo en un principio una concentracion de 2.67 g/l de xilitol y un rendimiento de
0.15 g xilitol / g xilosa consumida. Este rendimiento fue similar al obtenido con el
hidrolizado enzimatico de E. dunnii. Estos resultados los mejoraron luego de realizar una
adaptacion de la levadura al 4cido acético (ya que fue uno de los productos de la hidrdlisis
enzimatica del xilano) y llegaron a un rendimiento de 0.75 g xilitol /g xilosa consumida (Li
et al., 2015).

Otros reportes presentan la hidrolisis de residuos de frutos de palma, con xilanasa
comercial (Accelerase XY), los resultados fueron mas bajos que los anteriores citados, se
obtuvo una concentracioén inicial de xilosa de 2 g/l y un rendimiento de 0.098 g xilitol/g
xilosa consumida (0.11 g/l) con la cepa Debaryomyces hansenii ITB CC R85 (Kresnowati et
al., 2016). Estos autores concluyeron ademas que un aumento en la biomasa inicial de la
levadura mejora la productividad de xilitol obtenida, ya que el crecimiento celular es

menor y entonces la xilosa se utiliza para producir xilitol en vez de biomasa.

Por otro lado, si los resultados de la fermentacion a partir de la hidrdlisis enzimatica se
comparan con fermentaciones obtenidas por métodos quimicos, que fueron
detoxificados para la produccién de xilitol, lo que se observa es que las concentraciones
iniciales de xilosa son mayores y por lo tanto, lleva a mejoras en la concentracion del
producto, aumento en las productividades y rendimientos. Como en el caso del estudio
realizado por Wang vy colaboradores en el que estudiaron la produccién de xilosa por
explosion por vapor de mazorca de maiz pre-impregnada con acido sulfurico diluido,
luego pasé el hidrolizado por una etapa de evaporacion a vacio y adsorcién por carbén
activado. Para realizar la fermentacién con Candida tropicalis, la concentracién inicial de
xilosa luego de la detoxificacion fue de 100 g/l y la concentracion final de xilitol fue de 75
g/l con un rendimiento de 0.75 g xilitol/g xilosa y una productividad de 2.01 g/I*h (Wang
et al.,, 2013). En comparacidon a estos pretratamientos fisicoquimicos, la hidrélisis
enzimatica del material lignoceluldsico tiene un impacto ambiental menor, se realiza en
condiciones de proceso moderadas y se generan menor cantidad de inhibidores de
fermentacion. Por lo tanto, la hidrdlisis enzimatica podria ser un proceso alternativo para

la preparacién de hidrolizado de hemicelulosa en un bioproceso integrado.

Por ultimo, al no haberse obtenido mas productos metabdlicos como etanol o glicerol, el
trabajo con esta cepa hace que el proceso de separacién del xilitol, en un eventual paso
posterior, sea mas sencillo que lo que ocurre con otras cepas que si producen estos

metabolitos.

143



Por lo tanto, si bien se obtuvieron valores bajos de xilitol en relacion a las fermentaciones
con hidrolizados por procesos quimicos, en los que la concentracién de xilosa inicial es
mayor, la hidrélisis enzimatica de la corteza de E. dunnii deslignificada es una alternativa
con potencial a optimizarse y lograr un proceso que cuenta con la mayoria de sus pasos

realizados a través de bio-catalizadores obtenidos y desarrollados a nivel local.

9.2.5. Produccion de etanol

9.2.5.1.  Sacarificaciéon con celulasas comerciales de la
corteza deslignificada resultante de |a hidrolisis por
xilanasas y fermentaciéon con Saccharomyces

cerevisiae
La corteza luego del tratamiento con las xilanasas resulta en un material con un mayor

porcentaje de glucanos y una estructura mas suelta, segin se observo en las imagenes
tomadas con el SEM. Este hecho la hace una buena fuente de celulosa, capaz de
hidrolizarse con celulasas y utilizarse como fuente de carbono para la produccién de
etanol 2G por microorganismos. En esta actividad se realizd una sacarificacién con un
extracto de celulasas comercial de las cortezas hidrolizadas en el primer ensayo con
xilanasas producidas por Bacillus sp. EBV 12-22 y Pseudozyma sp. EBV 97-87 (se muestra
la cuantificacion de glucosa y celobiosa en las Figuras 67 y 68). Luego de dos horas se
inocularon los medios con S. cerevisiae para analizar si hubo un aumento en la produccion

de etanol gracias al tratamiento previo de la corteza con las xilanasas.

Se observé glucosa Unicamente en la muestra tomada a tiempo cero (to), se atribuye el
hecho a un rapido consumo del azlcar simple por parte de Saccharomyces cerevisiae una
vez generado. Al momento de inocular, o sea a tiempo cero de fermentacion, la
concentracién de glucosa en el medio es producto de la accion de la enzima celulasa

sobre la celulosa de las diferentes cortezas, su cuantificacion se muestra en la Figura 71.
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Figura 71 - Cantidad inicial de glucosa en las muestras tratadas con xilanasa bacteriana (F1222), de levadura (F9787) y
blanco (FB).

Se observa una mayor concentracion de glucosa inicial en la muestra blanco, que
contiene corteza sin tratamiento previo con xilanasa. A su vez, dentro de las muestras
tratadas previamente, se observa una mayor concentracion de glucosa en aquella que
fue tratada con xilanasa bacteriana. F9787, que tiene pretratamiento con xilanasa de

levadura presenta la menor concentracion inicial de glucosa.

A diferencia de la hipdtesis manejada, el pretratamiento con xilanasas antes del agregado
de celulasa no favoreceria la liberacién de glucosa en los primeros tiempos de reaccion

segun los resultados de la concentracion de glucosa.

Se muestra ademads, en la Figura 72, la produccion del disacarido de glucosa (celobiosa)
el cual durante la primer muestra, a las dos horas de sacarificacion, hay una
concentracién ligeramente mayor de este oligosacarido en la corteza pretratada con las
enzimas de la bacteria (F1222). Este resultado efectivamente indicaria un efecto positivo
del tratamiento de la corteza con estas enzimas (a pesar de que la concentracién de
glucosa es menor que en blanco). En el transcurso de la reaccion la curva de celobiosa
disminuye en forma mas pronunciada desde las 22 a las 69 horas. Podria indicar que la
levadura, al ir consumiendo la glucosa, la celobiosa sea sustrato de la B-glucosidasa
presente en el extracto enzimatico comercial y el equilibrio se desplace, produciendo mas

glucosa y generando mayor concentracion de etanol.
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Figura 72 - Perfil de consumo de celobiosa en la produccion de etanol B2G. Corteza tratada con xilanasa bacteriana

(F1222) y blanco.

Se observa en el cromatograma liberacién de xilosa ya que el extracto comercial de

celulasa presenta, entre otras, actividad xilanasa. La concentracion de xilosa varia poco a

lo largo de la fermentacion respecto a la concentracion inicial observada, (Figura 73). La

xilosa no es metabolizada por S. cerevisiae. Los resultados son concordantes ya que la

corteza pretratada con la enzima de levadura (F9787) tiene un menor contenido de

xilano, ya que fue degradado previamente por las xilanasas microbianas obtenidas.
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Figura 73 - Concentracién de xilosa en la produccién de etanol B2G. Corteza tratada con xilanasa bacteriana (F1222),

de levadura (F9787) y blanco (FB).

Los perfiles de produccion de etanol se comparan en la Figura 74 donde FBlanco

corresponde a la fermentacion llevada a cabo con la corteza sin previo tratamiento,
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F1222 a la fermentacién sobre la corteza tratada con xilanasa bacteriana y F9787 a la

tratada con xilanasa de levadura.

3 @®— FBlanco
F1222

=@==F9787
1

0 20 40 60 80 100 120

etanol mg/ml

Horas

Figura 74 - Produccién de etanol B2G, muestras pretatadas con xilanasa bacteriana (F1222), de levadura (F9787) y
blanco (FB).

En términos absolutos, a las 96 horas la concentracion de etanol en el sobrenadante del
medio de ambas cortezas pretratadas con xilanasa es superior al blanco; siendo la corteza
pretratada con xilanasas de origen bacteriano la que mayor etanol produjo. En términos
de porcentaje, F1222 produjo 23.6% mas de etanol que el blanco y F9787 5.5% mas. Es
decir que, al finalizar la fermentacion, hay una mayor produccion de etanol en los medios
qgue provienen de cortezas tratadas con las xilanasas, por lo tanto tendria un efecto

positivo el tratamiento previo.

El tratamiento con xilanasas también fue positivo para la hidrélisis y fermentacion del
bagazo del maiz, Wu y su equipo encontraron que la adicion de xilanasa en la etapa de
sacarificacion aumento la concentracion de etanol en comparacién con el blanco (Wu et
al., 2017). Para observar cambios mas significativos en las cortezas hidrolizadas con
xilanasas, se deberia realizar el mismo experimento pero con una celulasa purificada, sin
la presencia de las otras enzimas componentes del extracto comercial, para comprobar

la incidencia del pre-tratamiento.

La actividad de la xilanasa bacteriana produce XOS (de 2 y 3 unidades de xilosa); mientras
gue la enzima proveniente de Pseudozyma sp. EBV 97-87 se caracteriza por generar como
producto mayoritario xilosa (datos mostrados en el apartado 9.2.2 de este capitulo). Este
mayor caracter endo de la xilanasa bacteriana podria explicar un mayor acceso de la
celulasa a las fibrillas de celulosa, mayor liberaciéon de glucosa y mayor produccion de

etanol.
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9.3. Conclusiones

- Es posible obtener mediante el pre-tratamiento de la corteza de E. dunnii con
acido peracético, durante media hora a 75 °C, un material con bajas cantidades

de lignina y mayores concentraciones de xilanos y glucanos.

- A partir de la hidrdlisis de este material con la xilanasa de Bacillus sp. EBV 12-22
se obtuvieron como productos mayoritarios XOS desde xilobiosa a xilotetrosa.

Con una conversién del 54 % de los xilanos presentes en el material.

- Inicialmente, a partir de la hidrdlisis de la corteza deslignificada con la xilanasa de
Pseudozyma sp. EBV 97-87 se obtuvo como Unico producto xilosa (2 mg/ml). Con
una conversién del 68 % de los xilanos presentes en el material. Posteriormente
para obtener mayores concentraciones de xilosa, se modificaron la cantidad
inicial de corteza deslignificada y la concentracion enzimatica y se logré un

maximo de 5.8 mg/ml a partir de 500 mg de corteza y 200 U/ml de enzima.

- Enninguna de las reacciones de hidrdlisis de la corteza deslignificada se observo
ni por TLC ni por HPLC produccidn de glucosa. Este resultado es de gran interés
ya que el material resultante es enriquecido en celulosa y por lo tanto se puede

hidrolizar en una etapa posterior para utilizar la glucosa en otra aplicacién.

- Se estudio por SEM la superficie de las cortezas luego de la hidrdlisis enzimatica,
los resultados indican que en general el ataque de las xilanasas generan patrones
de degradacién en la superficie de las fibras, logrando la desintegracion de la
estructura al disminuir la cohesion celular y por lo tanto, quedando mas abiertas
y sueltas. Estos cambios son importantes para su aplicacién en procesos de bio-
blanqueo, sacarificacion para la produccién de biocombustibles y en la obtencion

de otros compuestos de mayor valor agregado.

- Selogré obtener xilitol como producto de mayor valor a partir de la fermentacion
de xilosa obtenida en la hidrdlisis de la corteza deslignificada de E. dunnii por la

xilanasa de Pseudozyma sp. EBV 97-87.

- El pre-tratamiento de la corteza con las enzimas xilanasas aisladas, tanto
bacterianas como de levadura favorece la produccién de etanol B2G en un

sistema SSF (celulasa + Saccharomyces cerevisiae).

- El pretratamiento con xilanasa bacteriana (Bacillus sp. EBV 12-22) dio como
resultado un aumento en la produccion de etanol del 23,6%, respecto a la corteza

sin pretratamiento.
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El pretratamiento con xilanasa de levadura (Pseudozyma sp. EBV 97-87) dio como
resultado un aumento en la produccidn de etanol del 5,5%, respecto a la corteza

sin pretratamiento.

Este aumento en la produccién de etanol no estd asociado a la cantidad de
glucosa observada en la etapa inicial del proceso (previa inoculaciéon), pero si
podria asociarse a un efecto en conjunto entre la produccién de celobiosa y
glucosa y la velocidad de consumo de la misma por la levadura, lo que daria como

resultado un aumento en la produccién de etanol.
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10.  Conclusiones finales y perspectivas

Durante el desarrollo de la presente tesis se obtuvieron biocatalizadores capaces de
hidrolizar la celulosa y hemicelulosa a partir del aislamiento de cepas enddfitas y epifitas
de un arbol de Eucalyptus globulus. Las técnicas de cribado cualitativo y cuantitativo
empleadas resultaron eficientes para la seleccion racional de los microorganismos con
actividades xilanasa y celulasa.

Las cepas seleccionadas ya han sido reportadas como productoras de las enzimas de
interés, para la produccion de celulasas se seleccionaron la levadura Aureobasidium sp.
EBV 96-86 y el hongo Preussia sp. EBV 96-24. Como microorganismos xilanoliticos se
seleccionaron una bacteria del género Bacillus sp. EBV 12-22, una levadura del género
Pseudozyma sp. EBV 97-87 y un hongo filamentoso del género Penicillum sp. EBV 95-17.

Posteriormente se estudio la produccion enzimatica en diferentes medios de cultivo para
cada una de las cepas. En el caso de las celulasas, los distintos medios ensayados no
permitieron lograr un aumento en la produccion enzimatica. Por esta razén se plantea
como perspectiva un estudio mas detallado sobre otros residuos lignoceluldsicos como
posibles inductores de la produccién de esta enzima

Por otro lado, los mejores resultados para la produccién de xilanasas se obtuvieron
utilizando xilano de haya comercial en los medios de cultivo. Para el Bacillus, |a actividad
xilanasa fue mas alta en un medio rico junto con el agregado del xilano mientras que para
las cepas eucariotas la mayor produccidn se dio en el medio minimo. Es importante
sefialar que es el primer reporte hasta la fecha en el que se estudio la produccion de
xilanasa poruna cepa de Pseudozyma utilizando un residuo lignocelulésico como es la
corteza de Eucalyptus dunnii.

Queda entonces planteada la posibilidad de ensayar otros residuos lignoceluldsicos para
lograr aumentar la actividad enzimatica.

Se ensayo la purificaciéon parcial de los crudos con actividad xilanasaa partir de los
sobrenadantes de los cultivos de los microorganismos por la técnica de precipitacion
salina logrando extractos funcionales y con actividad especifica superior a la inicial en
todos los casos.

Se identificaron los productos de hidrdlisis del xilano de haya por estos extractos
enzimaticos y se encontrd que si bien todos producen xilooligosacaridos (XOS), el perfil
hidrolitico de las enzimas provenientes de los tres microorganismos es distinto. La
principal diferencia es que el extracto de Pseudozyma sp. EBV 97-87 libera xilosa y otros
xilooligosacdaridos de DP mayor mientras que el extracto de Bacillus sp. EBV 12-22, liberas
XOS desde xilobiosa y el extracto de Penicillium sp. EBV 95-17 libera desde xilotriosa en
adelante. Estos resultados son interesantes ya que las enzimas de cada microorganismo
se podria utilizar para distintos objetivos, como ser la produccion de XOS los cuales se
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usan comopre-bidticos o la liberacion de xilosa para su posterior transformacién en
xilitol,producto de mayor valor agregado).

La caracterizacién bioquimica de los extractos concentrados de Pseudozyma sp. EBV 97-
87 vy Bacillus sp. EBV 12-22, en relacion al pH y temperatura mostré gran similitud con
los resultados reportados por otros investigadores para los mismos géneros. En el caso
de la xilanasa de Bacillus sp. EBV 12-22, el rango 6ptimo de pH fue entre 6.6 y 7.8 y
temperatura dptima entre 50 y 60 °C.

En el caso de Pseudozyma sp. EBV 97-87 se encontrd que si bien es activa en un amplio
rango de pH el rango éptimo es entre 4.0 y 4.8 y la mejor temperatura es 50 °C. Este
extracto fue estable durante 10 dias a pH 4 y 4.8 y 30 °C perdiendo solo un 35 % de
actividad, mientras que a 50 °C se observa Unicamente un 10 % de su actividad inicial a
las 24 horas. Este resultado es de gran interés ya que permite la produccion de la enzima
y SU uso posterior si se mantienen las condiciones de almacenamiento adecuadas. Se
purificd la enzima con actividad xilanasa de Pseudozyma sp. EBV 97-87 por cromatografia
de exclusion por tamafio y se determind que su peso molecular es de 19.9 kDa. El analisis
de los productos de hidrdlisis del xilano de haya con la enzima purificada, indican que se
trata de una endo-xilanasa que es capaz de liberar xilosa.

En un intento de disminuir los costos de produccién de la enzima, se utilizaron diferentes
residuos agroindustriales para sustituir el xilano en el crecimiento de la cepa de
Pseudozyma sp. En los medios con residuos de cebada usada y mazorca de maiz se logré
obtener actividades similares a las obtenidas con el xilano. Se propone como estudio
futuro la optimizacion de la produccion de la enzima en estos medios y su purificacién
parcial.

Se ensayd en una etapa posterior la hidrdlisis enzimatica de una corteza de Eucalyptus
dunnii previamente deslignificada por métodos quimicos, con el objetivo de aplicar las
enzimas obtenidas y valorizar este residuo forestal. De la hidrdlisis de este material con
la xilanasa de Bacillus sp. EBV 12-22 se obtuvieron como productos mayoritarios XOS
desde xilobiosa a xilotetrosa. Con una conversion del 54 % de los xilanos presentes en el
material. Con la xilanasa de Pseudozyma sp. EBV 97-87 se obtuvo como principal
producto xilosa en una concentracién inicial de2 mg/ml) con una conversién del 68 % de
los xilanos presentes en el material.

Se ensayaron diferentes cantidades de corteza inicial y concentracién enzimatica y se
logré un maximo de 5.8 mg/ml a partir de 500 mg de corteza 'y 200 U/ml de enzima. Este
hidrolizado se concentré y se fermentd con la levadura Wickerhamomyces anomalus Z1
para producir xilitol. Si bien los resultados fueron bajos, seria posible optimizar la
concentracion inicial de xilosa y de biomasa de levadura, este seria un estudio que se
propone realizar a un futuro.

El material resultante de la hidrdlisis con las xilanasas microbianas, resulté en un aumento
de los glucanos ya que no se observod liberacidon de glucosa ni oligosacaridos de glucosa
en el sobrenadante de la reaccion.
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Este material fue utilizado en un proceso de sacarificacion y fermentacién simultanea,
con el agregado de celulasa comercial y un inéculo de Saccharomyces cerevisiae. El pre-
tratamiento con xilanasa de Bacillus sp. EBV 12-22 dio como resultado un aumento en la
produccion de etanol del 23.6%, respecto a la corteza sin pretratamiento, sin embargo el
pre-tratamiento con xilanasa de Pseudozyma sp. EBV 97-87 dio como resultado un
aumento en la produccion de etanol mucho menor (5.5%).

En suma, se logrd producir xilanasas a partir de microorganismos nativos de Uruguay, con
capacidad para obtener diferentes productos a partir de la hidrdlisis de un residuo
forestal como la corteza de Eucalyptus dunnii. Se ensayaron ademas otros residuos
agroindustriales para la produccién de una de las xilanasas, con el objetivo de lograr
procesos de menor costo e integrar diferentes tipos de biomasas al proceso global.

La bioconversién de biomasa lignoceluldsica es esencial para una produccion sostenible
en el futuro proximo. Segun los estudios realizados y los resultados obtendios es
necesario seguir desarrollando e investigando estrategias para aumentar los
rendimientos de la hidrdlisis enzimatica y reducir los costos operativos, con el fin de
obtener productos que sean competitivos desde un punto de vista econémico y de
sustentabilidad.
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12. Anexos

12.1. Composicion de medios de cultivo

Todos los medios de cultivo se esterilizaron por autoclave durante 15 minutos a 121 °C.

TSB
Typtic Soy Broth (Difco ™)

Xilano de haya (Sigma Aldrich) /
Carboximetilcelulosa (comercial)

Agua destilada

TSA
Tryptic Soy Agar (Merck)
Agua destilada

PDB

Potato Dextrose Broth (Difco ™)
Xilano de haya (Sigma Aldrich) /
Carboximetilcelulosa (comercial)

Agua destilada

PDA

Potato Dextrose Agar (OXOID)
Agua destilada

YNB + Polimero comercial

Yeast Nitrogen Base (Difco ™)
Xilano de haya (Sigma Aldrich) /
Carboximetilcelulosa (comercial)

Agua destilada

30g

5 g (para
cuantitativo)
10 g (para estudios de produccién
enzimatica)

c.s.p. 1 litro

aislamiento y cribado

408
c.s.p. 1 litro

24 g

5 g (para
cuantitativo)
10 g (para estudios de produccién
enzimatica)

c.s.p. 1 litro

aislamiento y cribado

39g
c.s.p. 1 litro

6.7g

5 g (para
cuantitativo)
10 g (para estudios de produccion
enzimatica)

c.s.p. 1 litro

aislamiento y cribado
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YNB + Polimero comercial AGAR

Yeast Nitrogen Base (Difco ™)
Xilano de haya (Sigma Aldrich) /
Carboximetilcelulosa (comercial)

Agar (Difco ™)
Agua destilada

M?9 + Polimero comercial
Solucion A

Na;HPO4-7H,0
KH,POa4

NaCl

NH4Cl

Agua

6.78

5 g (para aislamiento y cribado
cuantitativo)

10 g (para estudios de produccién
enzimatica)

15¢g

c.s.p. 1 litro

64 g

15¢g

258

50g

c.s.p. 1 litro

Sales para mezclar con Solucién A luego de esterilizada

MgS0O4 1M
CaCl; 1M
Tiamina 1%

M9 + Polimero comercial AGAR
Solucion A

Na;HPO4-7H,0
KH2PQO4

NaCl

NH4Cl

Agua destilada

Agar (Difco ™)
Agua destilada

1 ml
100 wl
500 ul

64 g
15¢g
25¢g
50g
c.s.p. 0.5 litro

15¢g
c.s.p. 0.5 litro

Luego de esterilizar ambas soluciones y que se enfrien a 50 °C, se mezclan en condiciones

asépticas.

Sales para mezclar con Solucion A (esterilizadas por filtro esterilizante 0.22 mm)

MgSO4 1M
CaCl, 1M
Tiamina 1 %

1ml
100 pl
500 pl
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CZAPEK-DOX

NaNOs3 7.65¢g
KH2PO4 3.04g
MgS04.7H,0 152¢
KCI 152¢g

Xilano de haya (Sigma Aldrich) / 10 g (para estudios de produccién
Carboximetilcelulosa (comercial) / enzimatica)

material vegetal

Agua destilada c.s.p. 1litro

CZAPEK-DOX modificado

NaNOs3 7.65¢

KH2POg4 3.04¢g

MgS04.7H20 1.52¢g

KCl 1.52¢

Bactopeptona (Difco ™) 5g

Extracto de levadura (Difco ™) lg

Xilano de haya (Sigma Aldrich) / 10 g (para estudios de produccién

Carboximetilcelulosa (comercial) / enzimatica)

material vegetal

Agua destilada c.s.p. 1 litro
YPX

Extracto de levadura (Difco ™) 10g

Bactopeptona (Difco ™) 20g

Xilosa (Sigma-Aldrich) 30g

Agua destilada c.s.p. 1 litro

12.2. Soluciones y buffers

Solucién de Rojo Congo 0.1 %

Rojo Congo (Sigma Aldrich) pureza 35 % 29¢g
Agua destilada 1 litro

Solucién reveladora de Rojo Congo
Solucion de NaCl 1M

NaCl 583¢g
Agua destilada 1 litro
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Buffer citrato 0.05 M pH 4.8

Solucidén Stock 1M

Acido citrico monohidrato 210¢g

Agua destilada 750 ml

NaOH hasta pH 4.3 50a60g

Agua destilada c.s.p. llevara 1 litro

Diluir hasta 1 litro, medir pH. Si fuera necesario se agrega mas NaOH hasta llegar a pH
4.5. Para obtener la solucion de molaridad 0.05M diluir con agua destilada y medir pH,

deberia tener un valor de 4.8 sino ajustar.

Solucién de Acido di-nitro-salicilico (DNS)

Mezclar:
Agua Destilada 1416 ml
Acido dinitrosalicilico (Sigma Aldrich) 106¢
NaOH (Fluka) 198 ¢g
Disolver lo anterior y agregar:
Tartrato de sodio potasio 306¢g
Fenol 7.6 ml
Metabisulfito de sodio 8.3 ml

Buffers para actividad 6ptima

Se realizaron segun procedimiento de “Guide to Protein Purification - Methods in

Enzymology” (Deutscher, 1990).
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12.3. Curvas de calibracion

A partir de estandares comerciales de los diferentes productos se preparan soluciones de
concentracion conocidas. Se correlacionan las concentraciones en mg/ml o g/l de las
diferentes soluciones y la absorbancia o el drea obtenida en los diferentes

cromatogramas en HPLC en las condiciones de ensayo utilizadas.

12.3.1. Curvas de calibracion con el método DNS

Las curvas utilizadas se realizaron en iguales condiciones en las que se midio actividad.
En un tubo de ensayo se agregaron:

- 0.5 ml solucién de glucosa o xilosa de concentraciones conocidas

- 1.0 ml buffer citrato 0.05 M, pH 4.8

Se agregaron 3.0 ml de solucién de acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS) (descrito en el anexo
12.2), se hirvieron en bafio a 100 °C durante 5 minutos, luego se enfriaron con un bafio
de agua - hielo. Se toma 1 ml de solucion (previa homogenizacion) y se agregan 4 ml de

agua destilada y se mide la absorbancia a 540 nm.
Ultimas curvas

1,4

1,2 y=1,0214x - 0,0337 .
e e o
e — PR

0,6

0,4 ®

Abs 540 nm

e )

0,0 L)
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2 1,4

xilosa mg/ml

Figura 75- Curva de calibracion de xilosa
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Figura 76- Curva de calibraciéon de glucosa

12.3.2. Curvas de calibracion por HPLC: columna
Supelcogel™ C610H

Area
4500000 y = 253966x - 23741
R?=0,9978

4000000 °
3500000
3000000
2500000
2000000
1500000
1000000
500000

0

xilosa mg/ml

Figura 77- Curva de calibracién de xilosa columna SupelcogelTM C610H
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Figura 78- Curva de calibracion de xilobiosa columna SupelcogelTM C610H
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Figura 79- Curva de calibracién de xilotriosa columna SupelcogelTM C610H
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Figura 80- Curva de calibracién de xilitol columna SupelcogelTM C610H
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Figura 81- Curva de calibracién de glucosa columna SupelcogelTM C610H
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Figura 82- Curva de calibracion de celobiosa columna SupelcogelTM C610H
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Figura 83- Curva de calibracién de etanol columna SupelcogelTM C610H
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12.3.3. Curvas de calibracion por HPLC: columna
Supelcogel™ Pb

400000

350000 y=317377x-109,25 ¢
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Figura 84- Curva de calibracién de glucosa columna SupelcogelTM Pb
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Figura 85- Curva de calibracién de xilosa columna SupelcogelTM Pb
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Figura 86- Curva de calibracién de inositol columna SupelcogelTM Pb
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12.3.4. Curva de pesos moleculares de proteinas por Gel
filtracidon - columna Superdex ™ 75 10/300 GL
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Figura 87- Cromatograma
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Figura 88- Curva de calibracién
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Figura 89- Modelo matematico

181



12.4. Preparacion de material lignoceluldsico
y analisis de composicion quimica

12.4.1. Preparacion de corteza libre de extractivos

Se llevd a cabo siguiendo los procedimientos ligeramente modificados de “Preparation of
Samples for Compositional Analysis” (NREL/TP-510-42620) (Hames et al., 2008) vy
“Determination of Extractives in Biomass” (NREL/TP-510-42619) (Sluiter et al., 2008).

Una vez obtenido el material vegetal se secd durante 12 horas en una estufa a 45+ 3°Cy
se guardo en un contenedor hermético a temperatura ambiente. Se molid la muestra con
un molino de palas modelo SK 100 (Retsch ®) el tamafio de particula obtenido esta
comprendido entre 150 y 600 um. Al realizar los andlisis de composicién quimica se

realizd siempre la medida de humedad para corregir los resultados.
Corteza libre de extractivos

Se armo un cartucho para Soxhlet con papel de filtro y 10 gramos de material vegetal
molido. Se reflujo con 300 ml de acetona comercial durante 6 horas en un aparato de
Soxhlet. Una vez finalizado el tiempo, se apagd la manta eléctrica y se dejo enfriar. Se

removio el cartucho, y se lavé con agua destilada.

El material anterior se hirvié con agua destilada durante 1 hora. Sefiltrd, se lavd y se secd
a temperatura ambiente. La corteza libre de extractivos se guardd en un contenedor

hermético hasta su uso.

12.4.2. Andlisis de la composicion quimica del material
lignoceluldsico

Se realizé siguiendo el procedimiento “Determination of Structural Carbohydrates and
Lignin in Biomass” (NREL/TP-510-42618) (Sluiter et al., 2012) con pequefias

modificaciones. Todas las muestras se analizaron por duplicado.

12.4.2.1. Procedimiento de hidrdlisis

Se pesaron 300,0 + 10,0 mg de la muestra en un tubo previamente tarado. Se afiadieron
3,00+ 0,01 mL (04,92 +0,01 g) de acido sulfurico al 72% a cada tubo de presién. Se agitod
con una varilla de vidrio para mezclar, durante un minuto, o hasta que la muestra se
mezcld a fondo. Se colocd el tubo tapado con papel de aluminio, en un bafio de agua
(LAB-LINE, Modelo 18102A-1CEQ, Thermo Scientific) ajustado a 30 + 3 °* Cy se incubd la

muestra durante 60 5 minutos. Utilizando la varilla de agitacion se agit6 la muestra cada
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5 a 10 minutos sin retirar la muestra del bafio. La agitacidn es esencial para asegurar un

contacto entre acido y el material para obtener una hidrélisis uniforme.

Una vez completados los 60 minutos, se retiraron los tubos del bafio de agua. Se diluyo
el acido a una concentracion del 4% afadiendo 84.00 + 0.04 ml de agua destilada,
pasando el contenido del tubo a un Schott de 250 ml previamente pesado. Se tapo, se
mezcldé la muestra para eliminar la separacion de fases. Se colocaron los tubos en el
autoclave. Se autoclavaron las muestras selladas durante una horaa 121 ° C. Después de
completar el ciclo de autoclave, se dejaron que los hidrolizados se enfriaran lentamente
a temperatura ambiente antes de retirar las tapas. En este momento se agregd un
volumen conocido de estandar interno (Inositol (Sigma-Aldrich) 20 g/l). Se volvié a pesar

los Schott con el volumen de hidrolizado mas el estdndar agregado.

12.4.2.2. Analisis de lignina soluble e insoluble en acido:
Se filtré a vacio la solucion de hidrdlisis a través de un filtro de vidrio previamente pesado

(Schott). El filtrado se recogio y se transfirid una alicuota de 4 ml a un matraz aforado que
se completd con agua destilada para medir la lignina soluble a 205 nm habiendo realizado

un blanco con agua.

Otra alicuota del hidrolizado se utilizd para determinar los carbohidratos, previa

neutralizacion con CaCOs (Sigma-Aldrich).

Los solidos que quedan en el crisol filtrante (lignina insoluble) se enjuagaron con un
minimo de 50 ml de agua destilada. Se secd el crisol durante 24 horas hasta que se
alcanzd un peso constante a 105 °C. Al retirar las muestras del horno, se dejaron enfriar

en un desecador. Se registré el peso del Crisol.

12.4.2.3. Analisis de carbohidratos estructurales.
Se neutralizaron 10 ml del hidrolizado con carbonato de calcio hasta pH 5-6. Se dejé

decantar, se tomd 1 ml del neutralizado, se centrifugd y se diluyd al 25 %. Se prepararon

estandares de glucosa, xilosa e inositol (Sigma Aldrich) (también se diluyeron al 25%).

Se analizaron las muestras en un HPLC Shimadzu LC — 20AT utilizando las siguientes

condiciones:

Columna: Supelcogel™-Pb (Sigma-Aldrich) junto con su pre-columna Supelguard™
C610H (Sigma Aldrich).

Volumen de inyeccién: 20 uL
Fase movil: Agua de grado HPLC, 0.45 um filtrada y desgasificada

Velocidad de flujo: 0,5 ml / minuto
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Temperatura de la columna: 85 ° C
Detector: indice de refraccion (Shimadzu RID — 10AT)

Tiempo de corrida: 30 minutos

12.4.2.4. Calculo de humedad, glucanos, xilanos y lignina

soluble e insoluble
Humedad:

(m (muestra himeda) — m (muestra seca))
% H = v X 100
m muestra hameda

Las masas utilizadas para la hidrdlisis se corrigen luego por el %H al hacer los célculos.

Lignina insoluble (%LI):

(m (filtro + lignina insoluble) — m (filtro))
o LI =
oLl < m material sin humedad x 100

Lignina soluble (%LS):

(Abs 205 nm corr.X (Volumen del hidrolizado) X (Fdil))
€ X m material sin humedad X camino Optico

%LS=< >><100

Abs 205 nm corr. = Absorbancia corregida a 205 nm.

m hidrolizado
1000

Volumen del hidrolizado (L) =

Fdil = factor de dilucion al medir al UV = %

- €=Absortividada 205nm=110L/gcm

camino éptico=1cm

Carbohidratos (expresados como % glucanos vy xilanos)

% carbohidrato = ((m inositol/concentracion inositol) X

concentracion de glucosa X correcion por azucar polimérico) X
(100/(1000 x masa sin humedad))

- m inositol = masa en mg de inositol agregada al hidrolizado

- concentracion inositol = en mg / ml obtenida de la interpolacion del drea

del cromatograma en la curva de calibraciéon

- concentracién glucosa = en mg / ml obtenida de la interpolaciéon del area

del cromatograma en la curva de calibraciéon
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correccion por azucar polimérico = 0.9 para glucanos y 0.88 para xilanos
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12.5. Hoja del depodsito de cepa Pseudozyma
sp. EBV 97-87

COLECCION ESPANOLA DE CULTIVOS TIPO (CECT)

Parc Cientific Universitat de Valéncia
Catedratico Agustin Escardino, 9
46980 Paterna (Valencia). Espafia
Tel.: +34 96 354 46 12
http://www.cect.org

VNIVERSITAT
DGVALENCIA

CERTIFICATE OF DEPOSIT

Paterna, July the 20th 2018

Pseudozyma sp.
strain EBV97-87 was deposited in the CECT by

Emiliana Botto
Universidad de la Republica - Uruguay. Facultad de Quimica

Uruguay

on 06-06-2018

and was accessioned CECT 13162

This strain has been checked for viability, purity and authenticity in the CECT facilities
and it has been preserved using standard methods. It is publically available without
restrictions for research and academic purposes.
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12.6. Medida de proteina - Protocolo de
reactivo de Bradford (Sigma-Aldrich)

SIGMA-ALDRICH

Sigma-ahavioh Com
S .__,._i.:::_.nrl_:: Shreat, SE Loue, MO BTIOT LA
el bachsarscesial com shjma-aldich com
Product Information
Bradford Reagent
Catalog Mumber B&S16
Storage Temperature 2-8 °C
TECHNICAL BULLETIN
Product Description #+ Protein Standard (BSA} Solution, {2 mig/mi).

The Bradford Reagent can be used to determine the
concentration of proteins in solution. The procedure is
based an the formation of 3 complex between the dye,
Brilliant Blue G, and proteins in solution. The protein-
dye complex causaes 3 shift in the absorption maxinmum
of the dye from 485 to 525 nm. The amount of
abscrpticn is proportional to the protein present.” The
Bradford Reagent reguires mo dilution and is suitable for
muicro, multhwell plate, and standard assays. The inear
concentration range is 0.1-1.4 mg'ml of protein, using
BSA (bovine serum albumin) as the standard protein.

The Bradford Reagent is compatible with reducing
agents. Reducing agents are ofien used o stabilize
proteins in solution. Cther protein assay procedures
{Lowry and BCA) are not compatible with reducing
agents. The Bradford Reagent should be used in place
of these protsin assays if reducing agents are present.
However, the Bradfiord Reagent is only compatible with
I concentrations of detergents (see compatibility
chart). If the protein sample to be assayed has
detergent({s) present in the buffer, it is suggested to use
the BCA protein determination procedure.

Reagent

The product consists of Brlliant Blue G im phosphoric
acid and methanol. The 500 ml package is sufficient to
perform at least 160 standard 3.1 mil assays.

Reagents and Equipment Required Depending on
Assay Format Used
* Spectrophotometer capable of measuring
absorbance im the 525 nm region.
& O well plates, Catalog Mumber CLS2017
«  BGwell plate sealing film, Catalog Mumber 2369587
* Testiubes, 13 = 100 mm, Catalog Mumber
CL=080013
& 3 ml Disposable Plastic Cuvettes,
Catalog Mumber C5281
# 1 ml Disposable Plastic Cuvettes,
Catalog Mumber CE416

Catalog Mumber POE34

#*  Protein Standard (BSA)} Solution, (1 mgfml),
Catalog Mumber PO814, if lower concentrations of
priotain are to be measured.

FPrecautions and Disclaimer

This product is for R&D use only, not for drug,
mousehold, or cther uses. Please consult the Materal
Safety Data Sheet for information regarding hazands
and safe handling practices.

StoragelStability
The product is stored at 2-8 °C. It is stable at 2-8 °C in
an unopsnsd container for at least 1 ye=ar.

Procedure

The standard 3.1 ml Bradfiord assay consists of mixing
1 part of the protein sample with 30 parts of the
Bradford Reagent. The sample may be a blank, a
prodein standard, or an unknown sample. The blank
consists of buffer with mo protein. The protein standard
consists of a known concentration of protein, and the
unknown sample is the solution to be assayed.

Bradford assays are routinely performed at room
temperature. Color development begins immediataby.
The absorbance at 585 nm is recorded and the protein
concentration is determined by comparison to a
standard curve.

There are three protocols and it is suggested a mew
user try the standard 3.1 ml assay profocaol first. The
micro assay is for samples with low protein
concentrations. The 96 well plate assay is for those
winz wish to perform the Bradford assay in plate format.
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A Standard 3.1 ml Assay Protocol

0.1 mlof a 0.1-1.4 mgiml protein sample is used)
This assay is performed in test tubes. The assay uses
0.1 mil of the protein sample and 3 ml of the Bradfond
Reagent per tube. It is possible to do an assay directly
in a cuvette by adding just 1.5 ml of Bradford Reagent
fo 0L05 mil of sample.

Haote: It is necessary to create a standard curve during
eaich assay, regardless of the format used.

1. Gently mix the Bradford Reagent in the bottle and
bring to neom temperature.

2. Prepare protein standards of appropriate
cancentrations in the same buffer as the unknown
samples. The standards should be created by
serally diluting either the 2 mg'ml or 1 mg/ml BSA
protein standard (Table 1) Deionized water may be
substituted for the buffer, but any imterference due
to buffer components will not be compensated for in
the protein standards. The protein standards can
range from 0.1-1.4 mg'ml. Create a standard assay
table similar to Table 1.

Table 1.

Example of Standard Assay Set Up Table

Faor protein samples with unknown concentrations, it
may be necessary to prepare a dilution scheme to
ensure the concentration is within the linear range of
0.1-1.4 mg'ml. Tube B represents an unknown sample
with a 2-fold dilution. Researchers must determine their
own dilution schemes basaed on their estimation of the
concentration of each unkmown sample.

- [B5A] protein | Bradford
Tube Mo, Sample standand Reagent
(i) (mg/mi]) (i)
1 0.1 0 3
2 0.1 0.25 3
3 0.1 0.5 3
4 0.1 1.0 3
5 0.1 1.4 3
g 0.1 {uniknosm) 3

Use either the 1 mg'ml standard {Catalog Mumbsr
FO0814) or the 2 mg'ml standard (Catalog Mumber
PO834) to create the protein standards. Each fube
should contain 0.1 ml of a known standard, blank
(buffer cnly), or unknown sample.

3. After adding 3 mil of Bradford Reagent to each
tulbe, they should be vortexed gently fior thorough
mixing. The tetal liquid volume in each tube is
3.1 mil

4. Let the samples incubate at room temperature for
545 minutes.

5.  Transfer the samples inio cuvelies.

G, Measure the absorbance at 585 nm. The protein-
dye complex is stable up to 80 minutes. The
sbsorbance of the samples must be recorded
before the 60 minute time limit and within
10 minutes of each other.

7. Determine the protein concentration by
comparison of the unknown samples to the
standard curve prepared using the protein
standards (Table 2 and Graph 1]

Table 2.

Example of Assay Data Table

Create a table with the absorbance results cbtained
framn the assay.

Mote: The data below should not be used as a
replacement of a standard curve. The absorbance of
the BSA protein standards (Tubes 1-5) in each assay
will differ from those presented here.

Protein| L
Tube Mo. At Net p[e-r Assa]y Dilution
A (mg/mi) Factor
1 0.433 [i] [1] 1
2 0.742 0.308 0.25 1
3 1.036 0.802 0.5 1
4 1.453 1.029 1.0 1
5 1.750 1.316 1.4 1
;] 1.245 0811 0.75 2

After abtainimg the results, create a standard curve to
determine the protein concantration in the unknown
sample. Plot the Met Abscrbance at 585 nm versus the
profein standard comcentrations (Tubes 1-5).
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Graph 1.
Standard Curve produced from Assay Data

Standard Curve of Net Absorbance
versus protein sample concentration

\

=

Mat Absorbance
595 nm
(=]
[ ]

D 02505075 1 125 1.5
BSA Standard (mgiml)

The standard curve indicates the unknown protein
samiple in test tube § [(Met Ass = 0.811) contsins
0.75 mgdml of protein.

The total concentration of protein presant in the ariginal
unknown protein sclution is calculated as follows:

{mgiml unknown protein sample} times
{Dilution Factor)

{0.75 mgfml} = (2} = 1.5 mgml of protein

E. Micro 2 ml Assay Protocol

{1 mlaf a 1-10 wg'ml pretein sample is used)

The micre assay is used when a large volume (at least
1 ml) of a dilute sample is available for testing. The
linear concentration range of this assay is lower than
the standard or multrwell plate assays, (1-10 pg of total
protein in 1 mij.

1. Gently mix the Bradford Reagent in the botthe and
bring to room temperature.

2. Prepare protein standards in buffer ranging from
1-10 pgimil using a B5A standard or an equivalent
protein standard.

3. Add 1 ml of each protein standard to separate
tubes. To the tube used as the blank, add 1 mi of
busffer.

4. Prepare the unknown sample(s) with an
approximate concantration betwesn 1-10 pg/mi
Add 1 ml of each sample io separate tubes.

5. To esch tube, add 1 ml of the Bradford Reagent
amd mnix.

G. Letthe samples incubate at room temperature for
545 minutes.

7. Transfer samples inte cuvettes.

g, Measure the absorbance at 585 nm. The protein-
dye complex is stable up to G0 minutes. The
absorbance of the samples must be recorded
before the G0 minute time limit and within
10 minutes of each other.

9. PFlot the net absorbance vs. the protein
concentration of each standard.

10. Determine the protein concentration of the
unknown sample(s) by comparing the Met Asgs
values against the standard curve.

C. 96 Well Plate Assay Protocol
{5 wl of & 0.1-1.4 mg/ml protein sample is used)

This as=ay is performed in a 25 well plate. With this
assay it is possible to quickly assay multiple protein
samples, while using a small samgle volume (5 ). Ris
also possible o automate your protein determination
with this multrsell plate assay.

1.  Gently mix the Bradford Rieagent in the bottle and
bring to room tempserature.

2. Prepare protein standards in buffer ranging from
0.1-1.4 mg'ml using a BSA standard or an
equivalent protein standard.

3. Add 5 pl of the protein standards to separate wells
in the 96 well plate. To the blank wells, add 5 ul of
buffer.

4.  Prepare the unknown sample(s) with an
approcdmate concentration betwesn 0. 1-1.4 mg/mi.

5. To each well being used, add 250 pl of the Bradford
Reagent and mix on a shaker for ~30 seconds.

G. Letthe samples imcubate at room temperature for
545 mimutes. Then measure the absorbance at
585 nm. The protein-dye complex is stable up to
B0 minutes. The absorbance of the samples must
be recorded before the G0 minute time limit and
within 10 minutes of each other.

7. Plot the net absorbance vs. the protein
concentration of each standard.

&, Determing the protein concentration of the
unkniown sample(s) by comparing the Met Ases
values against the standard curve.
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Compatibility Chart

The concentration listed below is the maximum amount

of material, which can be present in the protein sample
without causing interference in the standard or 56 well
plate assay protocols. Since a larger volume of protein
sample is used in the micro assay, the micro assay is

compatible with amounts lower than those listed below.

Incompatible Substances Coﬁ:nr;;::‘tli-lttle
|Buffer Systems

ACES, pH T8 100 mildy
M-Acetylglucosamine in FBS,

o 7 2 100 mikdg
Bicine, pH 8.4 100 milvy
Bis-Tris, pH 8.5 100 mildy
Calcium chlonde in TBS, pH 7.2 10 il
Cellytic B™ Reagent no int:rr'led;rﬁi
CHES, pH 8.0 100 mildy
Cobalt chloride in TBS, pH 7.2 10 milvy
EFPPS, pH 8.0 100 mildy
Fermic chlorde in TBS, pH 7.2 10 milvy
Glycine 100 mibvi
HEPES, pH 7.5 100 mildy
Imidazole, pH 7.0 200 mihdy

|MES (0.1 M), NaCl (0.8%), pH 4.7 undiluted

|raES, pH B 100 miy

Imors, pH 7.2 100 ik
Nickel chioride in TBS, pH 7.2 10 il
FBS; Phosphate (0.1 M), o
MaCl [n.1§pmy. plE 7.2 J undiluted
FPIPES, pH 6.8 100 mily
Sodium acetate, pH 4.8 180 mily
Sodium bicarbonate 0.1 M
Sodium citrate, pH 4.8 or pH 6.4 200 il
I:,_--::::-;:I|I'u'|lllr;| EE;E (0.6 M), MOPS undiluted
Sodium phosphate 0.1 M
TBS; Tris (25 mid), NaCl (0.15 M), undiluted

IeH 7.5
Tricine, pH 8.0 100 miy
Triethanclamine, pH 7.8 100 mily
Tris 2.0 M
Tris {25 mM]), Ghycine (192 mb}, undiluted

IeH E.0
Tris (25 mM}, Ghycine (182 mb). o
snsfiu.* %;.?p-ﬁ;:.'a ( ) 1:2 dilution
Zinc chiloride in TBS, pH 7.2 10 il

Incompatible Substances Amount
[Continued) Compatible

|Buffer Additives

Ammaonium sulfate 1.0 N
Aprotinin 10 mgiL]
Asparagine 10 iy
Cesium bicarbonate 0.1 M
Glucosa 1.0 0
Ghycerol 110%
Guanidine-HCI 35M
Hydrochiloric Acid 0.1 A
Imidazole, pH 7.0 200 mikd
Leupeptin 10 mgiL]
Phencol Red 0.5 mgéml
FMSF 1 miMj
Sodium azide 0.5%
Sodium chlorde 50 M
Sodium Hydroxide 0.1 W
JS-::-::Iiurn orthovanadate in PBS, 1 i

il

Thimerzsal 0.07%
Sucrose 10%
TLCK 0.1 mgi|
TPCK 0.1 mg
Urea 3.0 M 3.0 M
|Detergents

ERI™-25 0.125%]
BRL-52 0,031 %
CHAPS %
CHAFSOD ke
Deceycholic acid 0050y
Monidet P-40 (IGEP‘F'J.' CA-G30) 0.5%
SB3-14 0.125%)
[Detergents

Ochyl f-glucoside 0.5%
Ootyl f-thioglucopyranoside 3%
sDs 0.125%;
SPAN™ 20 0.5%
TRITON® X-100 <10, 1%
TRITOM X-114 0.1 25%,
TRITOM X-308 0. 5%;
TRITOM X408 0.59%;
TWEEN® 20 D.062%]
TWEEM 60 0.1%;
TWEEM &0 0. 062 %y

190



Incompatible Substances Amount
[Continued) Compatible

Chelating agents

ECTA 100 mM 100 il
EGTA 2 mM 2 mMj
Sodium citrate, pH 4.8 or pH 6.4 200 il
|Re=ducing & Thiol Containing

Agents

2-Mercaptosthamol 1.0 M
Ascorbic acid 50 il
Cysteine 10 imnihy
Dithioerythritol (OTE) 1 mig
Dithicthreitol (DTT) 5 mM
Fotassium thiscyanate 3.0 M
Solvents

Aceions 10%;
Acetonitrile 10%;
DhF 10%)
DRSO 109%;
Ethamaol 10%]
bdlethanol 10%

Motes: This is not a complete compatibility chart. There
are many substances that can affect different proteins
in different ways. One may assay the protein of intersst
in deicnized water alome, then in buffer with possible
interfering substances. Comparson of the readings will
indicate if an interference exists. Refer to the literature
for additional information on interfering substances.™

Reagents that change the pH of the assay or contains
high levels of detergents will interfers with the Bradford
ASEAY.

[&1]

Troubleshooting guide
The absorbance of the unknown protein sample is too
hiigh.

Make sure thers are no interfering substances
presant in the buffer. Test this by diluting the
stamdard protein samples in the same buffer as the
unkmown samples.

2. The concentration of protein in the unkmown
cample may be too high. Dilute the unknown
samples). accondingly

3. I the volume of the protein sample is small, try

using the micro assay procedure or use the

CluantiPro™ BCA assay kit (Catalog Mumber

QFBCA).

The protein sample contains incompatible substance(s).

4

If the concentration of the protein sample is high
enough, dilute the sample to reduce the level of the
interfering substancs.

Technical Tips

1. Make sure the glassware being used has been
cleanad well

2. Make sure that the Bradford Reagent is at room
temperature when performing the assay. Also make
sure that the Bradfiord Reagent is gently mizxed.

3. Consider a different profein assay procedure.
certain incompatible substance(s) cannot be
remowed from the assay, consider the use of the
BCA Assay (Catalog Mumber BCAT).

4. I lewels of your protein are too low, try using the
CuantiPre BCA Kit (Catalog Number QPBCA).
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12.7. Conteo de células en camara de
Neubauer

Segln el tiempo de crecimiento de la levadura se realizaron diferentes diluciones del
medio de cultivo para llegar a un nimero de células que se pudiera contar facilmente en
el microscopio. Se tomaron 20 pl de la dilucion y se mezclaron con 20 ul de una solucién
de azul de metileno (1 mg/ml). Se incubd durante 5 minutos y se toman 10 ul de la mezcla
para colocar en la cdmara de Neubauer con un cubreobjetos por arriba. Se coloca la punta
de la pipeta en el borde del cubreobjetos, en el extremo de la cdmara de Neubauer. Se
trata de dejar que el liquido penetre entre la cdmara y el cubreobjetos desde el lateral,
por capilaridad. Se coloca en el microscopio a un aumento de x40. Se cuentan 5 cuadros

de la cdmara (pintada de celeste en el centro de la cdmara en la Figura 90).

Figura 90- Izg. conteo de un cuadro grande de camara de Neubauer. Der. Representacién de la cdmara.

Se realiza un promedio del nimero de células en cada cuadrado y para calcular la

concentracion en n° células / ml se sigue la siguiente ecuacion.

n°cel
= Promedio * 25 * 10000 * FD

ml

25 = nUmero de cuadrados en la cdmara
10000 = Factor para pasar del volumen de la cdmaraa 1 ml

FD = Factor de dilucién realizado para contar
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12.8. Cromatogramas

12.8.1. Hidrdlisis de corteza deslignificada

Ensayo inicial con enzimas de Bacillus sp. EBV 12-22

SHIMADZU

LabSolutlons

<Sample Information>

Analysis Report

Sample Name
Sample ID
Data Filename

- EBV.279-3F
- EBV.279-3F Icd

Method Filename : Etanol.lem
Batch Filename
Vial # 211 Sample Type - Unknown
Injection Volume - 20 uL
Date Acquired -09/10/2017 10:24:15 Acquired by -LBB
Date Processed : 13/10/2017 14:49:49 Processed by :LBB
HIDROLISIS CORTEZA DESLIGNIFICADA
CON EZNIMAS DE 12221
T=72 HORAS
<Chromatogram>
my
0,04 | I'. Detector A
~] ‘-m_‘___h__‘ || -
] T e | 12
] ~_ 8 | S
25 NG
—5,0—_
] 2
J S
7.5 — &
] T Lol
] T~ S
-10,0+ —_F
] T
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
0 5 10 15 20 25
min
Peak#| Ret. Time Area Height Conc. Unit Mark Name
1 6,206 4858 231 11,007
2 10,644 7686 403 17,414
3 11,393 10788 678 24 440 M xilobiosa
4 13,657 9700 480 21975 xilosa
5 20479 4806 178 10,888
6 27,015 65301 130 14,275
Total 44139 2101
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Ensayo inicial con enzimas de Pseudozyma sp. EBV 97-87

Labsolutions  Analysis Report

<Sample Information>

Sample Name CEBV279-1G
Sample ID :

Data Filename EBV279-1G.lcd
Method Filename : Etanol.lcm
Batch Filename

Vial # S1-1 Sample Type - Unknown
Injection Volume : 20 uL
Date Acquired - 06/10/2017 15:06:17 Acquired by - LBB
Date Processed : 06/10/2017 16:59:51 Processed by -LBB
HIDROLISIS CORTEZA DESLIGNIFICADA
CON EZNIMAS DE 9787-1
T=72 HORAS
<Chromatogram=>
my
— Detector A
150 |§ etector
7 =]
100+ ‘ ”
50| ‘| ‘ || 2
_ <
| | | o
4 | II "'-
4 | | [\ I||I § § 2
4 |4 r '\ \ L A -
0 )~ \J_\ b ‘% 5
0....|5....1|0....15....50....2%....2:0
min
Peak# Ret. Time Area Height Conc. Unit Mark Name
1 8,892 2975966 147723 0,000
2 13,630 598451 24850 0,000 xilosa
3 14,856 7328 450 0,000
4 20,464 71364 2259 0,000 acético
5 27,108 1370 56 0,000
Total 3654478 175339
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12.8.2. Fermentacion con W. anomalus

Tiempo cero de fermentacion del hidrolizado enzimatico concentrado

SHIMADZL)

LabSolutlons

<Sample Information>

Analysis Report

Sample Name
Sample ID
Data Filename

- EBVI-44-GB1-0
- EBVI-44-GB1-0 lcd

Method Filename : Etanol.lcm

Batch Filename

Vial # 21-1 Sample Type - Unknown
Injection Volume - 20 uL

Date Acquired - 03/08/2018 17:10:51 Acquired by :LBB
Date Processed - 03/08/2018 18:32:02 Processed by -LBB

FERMENTACION W. ANOM HIDROLIZADO ENZIMATICO CORDEL

T=0 HORAS
<Chromatograms>
my
1 ‘ H n% Detector A
75 H ”F
50- | “ H
: | ||
] el
=) O\ 88|, N
1 & g N\, P 8 Bgye £ g s x
1 8 & | VL2 eois 8 o = =
ol J L LSNP S
L e
min
Peak#| Ret. Time Area Height Conc. Unit Mark Name
1 0,857 82743 1077 3,243
2 3,942 158361 2674 6,207
3 10,510 150369 76896 5,894
4 11,093 44819 3640 1,757 v
5 13,078 72414 4846 2838
5 13,888 1694247 83015 66,408 xilosa
7 15,006 31299 1664 1,227
8 16,298 21714 986 0,851
9 17,009 3923 259 0,154
10 17,642 10668 514 0418
11 18,175 42022 1152 1,647 )
12 20,132 115306 4202 4 520 acetico
13 23,682 68165 2204 2672
14 24 786 9870 288 0,387
15 27,874 45369 597 1,778
Total 2551288 114815
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Tiempo final (72 horas) de fermentacion del hidrolizado enzimatico concentrado

SHIMADZLU
LabSolutlons
<Sample Information>
Sample Name -EBVI-44-B1-2
Sample ID :
Data Filename - EBVI-44-B1-2.lcd
Method Filename : Etanol.lcm
Batch Filename
Vial # 211
Injection Volume 20 uL

Date Acquired
Date Processed

:03/08/2018 13:51:48
- 03/08/2018 17:55:49

Sample Type

Acquired by
Processed by

Analysis Report

- Unknown

:LBB
:LBB

FERMENTACION W. ANOM HIDROLIZADO ENZIMATICO CORTEZA DESLIGNIFICADA

T=72 HORAS
<Chromatogram>
mV
304 [ |~,§ | | Detector A
] l"'?‘
] U |
J N E |
20+ \l E
| A
] ‘\'|| | g - E
] |c8 ¢
Wl - |l
10__ | h-.|| |"I 2d| »
Wi ;@H = 3
| & o | \i II "\ M / I EE mﬁ E-} w § -
] 8 g | THN % 8 S5 g 2
o = —_ 85 J\ 3w
- --;%__
0 é 1|{) ‘1|5 2|D 2|5 SID
min
Peak#| Ret. Time Area Height Conc. Unit Mark Name
1 1,789 23495 525 2373
2 4,893 34261 673 3460
3 10,468 216221 9745 21,837
4 11,093 30806 2872 3,111
5 13,059 63081 4009 6,371
6 13,893 116472 5839 11,763 xilosa
7 14,494 32518 1881 3,284 N
8 15,002 23610 1508 2,384
9 15,770 235524 9300 23787 SV M xilitol
10 16,189 5066 359 0,704 T
11 17,923 6311 228 0,637
12 18,428 14311 562 1,445 W
13 20,107 10680 472 1,079
14 21,236 4987 207 0,504
15 23,594 113733 3505 11,487
16 24 817 19154 451 1,934 W
17 25,950 34518 549 3486
18 30,004 3493 a1 0,353
Total 990139 42778
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