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4 RESUMEN

El aprovechamiento de fuentes alternativas de energia es una de las prioridades del plan
de desarrollo estratégico de la Argentina. La utilizacion del residuo bagazo de cafa de
azudcar se presenta como una alternativa para la producciéon de combustibles de segunda
generaciéon siendo necesaria la optimizacion del pretratamiento de la biomasa. Las
endoxilanasas secretadas por numerosos microorganismos, dentro de los que se destacan
los pertenecientes al género Trichoderma, hidrolizan el xilano de la hemicelulosa
permitiendo la liberaciéon de azudcares de cinco carbonos fermentables y facilitando la
exposicion de la fibra de celulosa para su hidrdlisis en la etapa de sacarificacion. El
objetivo de esta tesis fue seleccionar cepas nativas de la provincia de Misiones para la
optimizaciéon de la producciéon de xilanasas y profundizar en las caracteristicas
bioquimicas y genéticas de estas enzimas, para evaluar su potencial biotecnolégico en el
pretratamiento de bagazo de cafia de azdcar. En primer lugar, se realizé un screening
cualitativo de 20 cepas de Trichoderma sp. disponibles en el laboratorio, de las cuales 11
resultaron positivas para endoxilanasa. Luego para la cuantificacion de la actividad
enzimatica de las cepas seleccionadas se realizaron cultivos en medio liquido, 5 de ellas
presentaron los méximos niveles de actividad. Seguidamente se evalué la actividad
endoxilanolitica de estas cinco cepas en medio de cultivo suplementado con bagazo de
cafia de aztcar y se seleccioné a la cepa identificada como T. atroviride LBM 117 como la
mas promisoria por mostrar el nivel mas alto de actividad endoxilanolitica y con mayor
termoestabilidad enzimatica a 30 C. Las concentraciones de bagazo de cafia y de las 3
fuentes de nitrégeno del medio Mandels fueron optimizadas, logrando un 15% de
incremento en los niveles de actividad. El andlisis bioeconémico realizado mostré que la
produccion de endoxilanasa es mas rentable en comparacion al xilano en estas
condiciones. En paralelo se obtuvo una secuencia génica estructural compuesta por 720 pb,
que se traduce en 219 aminoécidos. Se corrobor6 la similitud con secuencias disponibles en
las bases de datos lo que arrojé una identidad del 97% con T. atroviride (XM 014082116.1).
Se logro6 reutilizar la enzima e incrementar su termoestabilidad respecto a la enzima libre,
al inmovilizarla en agar- agar con un rendimiento de la actividad enzimatica del 97 %. En
lo que hace referencia al efecto de diferentes aditivos sobre la actividad, se vio que el
cobalto inhibié la actividad tanto de la libre como de la inmovilizada, en cambio el EDTA
y el zinc mejoraron la actividad de la enzima inmovilizada un 30%. Por altimo, se realizé
la evaluacién del potencial xilanolitico de la enzima nativa y comercial tanto libre como
inmovilizada sobre la bioconversién del bagazo de cafia de azdcar pretratado con NaOH.
Los mayores niveles de azucares reductores se obtuvieron en el ensayo con la
endoxilanasa libre nativa. Luego del proceso de sacarificacion de este material se
vislumbré que el pretratamiento enzimatico permitié la obtencién de un 60 % mas de
azucares reductores que podrian estar disponibles para la fermentacion. Convirtiéndose
en una estrategia promisoria para su aplicaciéon en la produccién de bioetanol.
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ABSTRACT

The exploitation of alternative sources of energy is one of the priorities of the strategic

development plan of Argentina. The use of sugarcane bagasse is an alternative for the
production of second generation fuels in which the optimization of the biomass
pretreatment become necessary. Secreted microbial endoxylanases, particularly those
belonging to the genus Trichoderma, hydrolyze the xylan of the hemicellulose which allows
the release of five carbon sugars and facilitates the exposure of the cellulose fibers for their
hydrolysis in the saccharification step. The objective of this PhD thesis was to select native
strains from the province of Misiones to optimize the endoxylanase production and study
biochemical and genetic characteristics of these enzymes to evaluate their biotechnological
potential in the pretreatment of sugarcane bagasse. In first place, a qualitative screening of
20 Trichoderma strains was carried out and 11 of them were endoxylanase producers. Their
enzyme activity quantification was carried out in liquid culture medium where 5 of them
showed the highest enzyme levels. Endoxylanase activity produced by these 5 strains in
culture medium with sugarcane bagasse was then evaluated, and T. atroviride LBM 117
was selected since it showed the highest endoxylanase activity and the best enzyme
thermostability at 30 °C. The concentrations of sugarcane bagasse and the three nitrogen
sources presented in Mandels medium were optimized reaching an improvement of 15%
enzyme activity levels. Bioeconomic analysis showed that endoxylanase production in
these conditions is more rentable than using commercial xylan. Moreover, it was obtained
a structural genic sequence of 720 bp which was translated into 219 amino acids, and was
compared to sequences available in databases corroborating a 97% identity with T.
atroviride (XM 014082116.1). Furthermore, the reuse of the endoxylanase and its
thermostability improvement was possible by immobilizing it in agar-agar with an 97%
enzyme activity yield. In regard to the effect of different additives on the endoxylanase
activity was found that cobalt inhibited the activity of both free and immobilized enzyme
whereas EDTA and zinc improved 30% activity of the immobilized enzyme. Lastly, the
evaluation of the xylanolytic potential of both free and immobilized native and
commercial enzymes was carried out on the NaOH pretreated sugarcane bagasse
bioconversion, and the highest levels of reducing sugars were obtained applying the
native free endoxylanase. After the saccharification of this material, it was concluded that
the enzymatic pretreatment yielded 60% more reducing sugars which could be available
for fermentation, being a promising strategy for its application in the process of bioethanol
production.
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5 INTRODUCCION

5.1 ANTECEDENTES GENERALES

La historia del hombre se caracteriza por la busqueda permanente de fuentes de
energia y de sus formas de aprovechamiento. En el transcurso del tiempo se han
ido generando distintos modelos energéticos estrechamente relacionados con el
desarrollo de la sociedad y su demanda de energia (Cunningham, 2003). El mundo
actual hace frente a una disminucién progresiva de sus fuentes energéticas debido
principalmente a que son no renovables y la demanda aumenta a pasos
exorbitantes. Por esto, el panorama global en el mercado bioenergético es incierto
(Martinez et al., 2009).

Segun datos de la IEA (International Energy Agency) la demanda mundial total de
energia primaria tiene un marcado predominio de los combustibles f6siles
(Anschau et al. 2009). En Argentina, el 93% de la energia utilizada proviene de
recursos no renovables (gas natural 49%, petréleo 38%, otros 6%) y el 7% de
recursos renovables (hidroeléctrica 5%, biomasa 2%; de los cuales 1% corresponde
a carbén y 1% al bagazo) (Begenisic 2006), siendo el pais mas dependiente de
combustibles fésiles del Mercosur (Lépez- Miranda et al., 2009).

Ademés de ser la fuente de energia predominante a nivel global, los
combustibles fésiles son las fuentes més importantes de generaciéon de gases
invernaderos como el CO;, generando grandes impactos ambientales (Hahn-
Hagerdal et al., 2006; Hackenberg 2008).

Por lo tanto, cambiar el sistema energético a energias renovables, es posible,
urgente y de suma importancia, sustituyendo los recursos fésiles y la energia
nuclear por energia eco- amigable; pero estas deben ser almacenadas y distribuidas

de forma econémicamente rentable (Hackenberg 2008).
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Esta revolucion energética es necesaria “para minimizar los riesgos climaticos

y promover un desarrollo econémico sostenible “(Vilches & Pérez 2013).

5.2 BIOCOMBUSTIBLES: BIOETANOL

Los biocombustibles son combustibles obtenidos a partir de biomasa, son
aquellos biocarburantes como alcoholes, éteres, ésteres y otros productos quimicos
que provienen de compuestos organicos de base celulésica extraida de plantas
silvestres o de cultivo, que sustituyen en mayor o en menor medida el uso de
energias provenientes de recursos no renovables (Razo et al., 2007; Callejas &
Quezada 2009). De esta forma se reducen las emisiones de CO a la atmoésfera, lo
que permite disminuir el impacto negativo sobre el ambiente (Callejas & Quezada
2009).

En el mundo la produccién de biocombustibles pas6 de 18 millones de toneladas
en el 2000 a aproximadamente 60 millones de toneladas en 2007. De esta
produccion, el 90% se encuentra concentrado en Estados Unidos, Brasil y la Unién
Europea. Por su parte, el Mercosur tiene importantes potencialidades dado su
amplio stock de recursos naturales para la producciéon de biocombustibles (Lépez
2008).

Para que un biocombustible sea una alternativa viable debe dar ganancia
energética positiva y beneficios ambientales; ademds debe ser econémicamente
competitivo y producirse en grandes cantidades (Martinez et al., 2009). En este
sentido se conocen dos estrategias para la producciéon de biocombustibles, los de
primera generacién, que son aquellos que utilizan como materia prima los mismos
cultivos que se utilizan con fines alimenticios y los de segunda generacién que
utilizan a la biomasa lignoceluldsica como materia prima.

Sin embargo, en torno al problema de la competencia entre agrocombustibles y
alimentos se ha ido desarrollando una amplia y difundida discusion desde
comienzos de 2007, debido a los requerimientos de tierras y cultivos para la
produccién de biocombustibles, como asi también el uso creciente de cereales,

azucar, semillas oleaginosas y aceites vegetales para producir sustitutos de los
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combustibles fosiles, etanol y biodiesel. Por su parte, la ONU sefiala que producir

etanol a partir de alimentos es “condenar a la muerte por hambre a cientos de
miles de personas en el mundo” (Lépez 2008).

Bajo estos conceptos el desarrollo de los biocombustibles de segunda generaciéon
presenta ventajas sobre aquellos de primera generacion (Gray et al., 2006, Himmel
et al., 2007) mostrando menor nivel de impacto ambiental, mayor rendimiento en
combustible o energia por hectdrea ya que se aprovecha el total de la biomasa,
ademas tienen su potencial en una gran diversidad de materia prima, y en
particular, de residuos o desechos de madera y bagazo. (Hackenberg 2008).

Con respecto al aprovechamiento de la biomasa de residuos lignocelulésicos, el
combustible liquido que mas se ha desarrollado y ha recibido atencién en los
ultimos afios como posible sustituto de la gasolina es el bioetanol. Este alcohol
presenta numerosas ventajas econdmicas y estratégicas cuando se usa como
oxigenante, ya que su alto contenido de oxigeno implica menos cantidades de
aditivo y una mejor oxidacién de los hidrocarburos de la gasolina (Alzate Cardona
2005; Chauvet & Gonzélez 2008; Martinez et al. 2009; Abril & Navarro 2012). Todos
los fabricantes de automéviles que comercializan en el mundo aprueban el uso de
ciertas mezclas de etanol y gasolina, logrando una autonomia exitosa en todos los
tipos de vehiculos y maquinas que requieren gasolina (Cabrera et al., 2000).

El etanol es un componente libre de compuestos aromaticos, de benceno y
azufre, por lo tanto, la mezcla con gasolina produce menos humo (particulas) y
genera menores emisiones (Stern 2006). Al utilizar una mezcla del 10% de etanol se
produce una reduccién de emisiones de CO entre 22 y 50% en vehiculos de
carburador, asi como una disminucién de hidrocarburos totales ente 20 y 24%
(Lopez & Salva 2000).

El bioetanol de segunda generaciéon puede ser producido a partir del biomasa
lignoceluldsica obtenida de los residuos generados por numerosas industria de la

foresto agroindustria, pero considerando su eficiencia energética, ambiental,
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econdmica y social, el cultivo mas eficiente con este destino resulta ser el bagazo de

cafa de aztcar (Anschau et al., 2009; Hernandez-Salas et al., 2009).

5.3 BIOMASA LIGNOCELULOSICA

5.3.1 Composicion de la biomasa lignocelulésica

La composicién y porcentajes de los polimeros en la biomasa lignocelulésica varian
entre las especies de plantas, incluso entre la edad y la etapa de crecimiento
(Cuervo et al., 2009) (Figura 1). La biomasa esta compuesta fundamentalmente por
celulosa, en menor proporcién hemicelulosa y seguida por lignina y en menor
proporcion, extractivos y algunos componentes inorgénicos, que se transforman en
cenizas después de la combustiéon del material (Martinez et al., 2009; Abril &
Navarro 2012). Estos polimeros se encuentran fuertemente entrelazados y unidos
quimicamente mediante enlaces covalentes y no covalentes (Pérez et al., 2002;

Sanchez 2009).

5.3.1.1 Celulosa

La celulosa es el principal componente de la pared celular vegetal, el
homopolimero mas abundante sobre la Tierra y un importante recurso renovable
(Baldrian & Valaskova 2008). Desde el punto de vista estructural, la celulosa es un
polimero de cadena lineal, formado por la unién de unidades anhidroglucosa, en
cadenas de glucano. Las unidades anhidroglucosa, estan unidas por enlaces (1,4)-
glucosidicos, sin cadenas laterales, lo que permite la formacién de agregados
moleculares en forma de microfibrilla, estabilizada por puentes de hidrégeno
intermoleculares (Abril & Navarro 2012) haciendo a la fibra de celulosa insolubles,
resistente a la hidrélisis y muy resistente al ataque quimico (Macarron-Larumbe
1992; Cuervo et al., 2009).

La celulosa usualmente estd presente en dos formas: una forma cristalina,
organizada como se ha descripto, y la forma amorfa compuesta por una pequefia
cantidad de cadenas de celulosa no organizadas, mas susceptibles a la degradacion

enzimatica (Ovando-Chacén & Waliszewski 2005; Sanchez 2009).
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5.3.1.2 Hemicelulosa

La hemicelulosa es un heteropolimero, conforma un 25-30% del total del peso
seco de la madera. Constituye entre el 15 y 30% de la madera proveniente de
angiospermas, 7 a 10% de madera de gimnospermas. Tipicamente se encuentra en
las paredes primarias, especialmente en monocotiledéneas (Subramaniyan &
Prema 2002; Collins et al., 2005).

Esta formado por D-xilosa, D-manosa, D-galactosa, D-glucosa, L-arabinosa,
acido 4-O metilglucurénico, &cido D-galacturénico y acido D-glucurénico
(Kulkarni et al., 1999; Cuervo et al. 2009; Dashtban et al., 2009; Prinsen 2010).

Estos azticares se encuentran enlazados entre si por enlaces glucosidicos [3-1,4 o
B-1,3. La principal diferencia con la celulosa son sus ramificaciones con cadenas
laterales cortas formadas por diferentes aztcares. En contraste con la celulosa,
éstos son facilmente hidrolizables. La hemicelulosa sirve de conexién entre la
lignina y la fibra de celulosa y otorga la rigidez a la red de celulosa, hemicelulosa y
lignina (Pérez et al., 2002). Sin embargo, las unidades constituyentes, la estructura y
el contenido total de la hemicelulosa varian entre los tipos de especies, dentro de la
misma especie e incluso segin el tejido anatomico y fisiologico del organismo
vegetal (Fengel & Wegener 1984).

Se conocen diferentes tipos de hemicelulosas en las plantas; xilanos, mananos,
glucanos y galactanos constituidos por una cadena lineal de residuos de xilosa,
manosa, D-glucosa y galactosa respectivamente (Wilkie 1979; Ebringerova 2005).

El xilano es el principal componente de la hemicelulosa y desde el punto de
vista estructural, es un polimero lineal compuesto por subunidades de D-xilosa
unidas por enlaces p-1,4-glicosidicos (Kulkarni et al., 1999; Martinez-Burgos 2013).
Al igual que otros polisacéridos vegetales, el xilano presenta un elevado grado de
sustituciones con grupos 4acidos O-acetilos, a-L-arabinofuranosilos, 4-O-
metilglucurénicos y acidos a-1,2-glucurénicos. El grado de sustitucion depende de
la fuente de origen. (Kulkarni et al., 1999; Subramaniyan & Prema 2002; Esteves et
al., 2004).
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Las posibles configuraciones de los tipos méds comunes de xilanos, son llamados

glucoarabinoxilano que se encuentran con frecuencia en las monocotiledéneas.
Estos xilanos presentan unidades L-arabinofuranosil unidas por enlaces (1-3)
glicosidicos y acido glucurénico, presente en general como éter 4-O-metil unido
por enlaces (1-2) glicosidicos a la cadena principal de xilosa. La segunda forma mas
abundante de los xilanos son los glucuronoxilanos, los cuales se encuentran en
general en las maderas duras y tienen una estructura similar a la de los
glucuronoarabinoxilanos, con la diferencia de que las unidades arabinofuranosil

estan ausentes (Thompson 1983).

5.3.1.3 Lignina

La lignina es un heteropolimero amorfo, insoluble y 6pticamente inactivo, se
encuentra principalmente en la lamina media de la pared celular. Con las
hemicelulosas forman un matriz alrededor de las microfibrillas de celulosa
(Prinsen 2010). Es el componente més recalcitrante del material lignoceluldsico;
consta de tres unidades distintas de fenilpropano (alcohol p-cumarilico, alcohol
coniferilico y alcohol sinapilico) que se mantienen unidos por diferentes enlaces
(Blanch & Wilke 1983).

La lignina es de vital importancia para el organismo vegetal. Desempefia
funciones en el transporte de agua, nutrientes y metabolitos en el sistema vascular
facilitado por sus propiedades como estructura macromolecular. Su hidrofobicidad
junto con el nivel de entrecruzamiento con los polisacdridos es importante para la
permeabilidad de los poros entre las células vegetales. Juega un papel importante
en el sistema de defensa de la planta frente a patégenos y protegen los
polisacaridos de la pared celular frente a despolimerizacién (Sarkanen & Ludwig

1971; Huickelhoven 2007).

5.3.1.4 Extrativos
Se denominan extractivos a los compuestos organicos de bajo peso molecular

que estan presentes en los materiales lignocelulésicos y que pueden extraerse con
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disolventes organicos o mezclas de los mismos, tales como etanol-benceno,

cloroformo y otros.

Las resinas son extractivos caracteristicos de las maderas y estin compuestas
por terpenos, lignanos y otros compuestos aromaéticos, grasas, ceras, acidos grasos,
y alcoholes, serpentinas, taninos y flavonoides. Los extractivos representan en
general entre el 4 y 10% del peso total del material. Los extractivos se encuentran
fundamentalmente en los canales resinosos, células parenquimatosas y una
pequena cantidad en la ldmina media y pared celular de las traqueidas. Algunos
extractivos son toxicos y protegen a las maderas del ataque de hongos y termitas

(Abril & Navarro 2012).
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Figura 1. Biomasa lignocelulosica. Componentes de la biomasa lignoceluésica,
tomado de Cuervo et al,, 2009

5.4 TRANSFORMACION DE BIOMASA LIGNOCELULOSICA A ETANOL
Para convertir el material lignocelulésico a etanol es necesario que los

componentes sean hidrolizados a aztcares fermentables, por lo que las fracciones
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presentes en la biomasa deben ser procesadas por separado para asegurar una

conversion eficiente de estos materiales a etanol (Oliva Dominguez 2003; Sdnchez-
Riafio et al., 2010). La forma convencional de transformacién incluye las siguientes
etapas:

Pretratamiento: en este paso se deslignifica y se despolimeriza y solubiliza la

hemicelulosa exponiendo las fibras de celulosa para hacerlas mas accesibles a las
enzimas (Alvira et al., 2010). El pretratamiento es fundamental para permitir un
mejor proceso de hidrélisis y de fermentaciéon a la hora de utilizar biomasa
lignocelulésica en la produccién de bioetanol (Alvira et al., 2010; Rodriguez et al.,
2016).

Existen diferentes alternativas de pretratamientos, entre ellos: mecanicos,
térmicos, fisicoquimicos, quimicos, biolégicos o combinacién de mas de uno de
ellos (Modig et al., 2008).

El pretratamiento enzimatico o biolégico es un proceso que complementa la
eficiencia de los pretratamientos convencionales (mecénicos y térmicos) y se lleva a
cabo por una gran variedad de enzimas hidroliticas como las hemicelulasas y
pectinasas que rompen la estructura de las paredes celulares aumentando la
disponibilidad de los componentes de la biomasa (Krishna et al., 2001).

En particular las xilanasas, catalizan la hidrélisis de xilanos que forman parte de
las hemicelulosa presentes en las fibras celuldsicas, ubicadas entre las cadenas
ordenadas de celulosa y la fraccion amorfa de lignina. El efecto positivo de la
xilanasa en general se atribuye a la eliminacion de estos xilanos que deja de facil
acceso para la hidrolisis de la celulosa a glucosa (Roncero et al., 2002).

Hidrélisis: 1a hidrolisis de la celulosa puede realizarse mediante procesos dcidos
o enzimaéticos; la hidrolisis 4cida se lleva a cabo por ejemplo con &cido clorhidrico,
sulfarico, nitrico, férmico, fosférico entre otros. La hidroélisis enzimaética es
realizada a menudo utilizando un coctel enzimatico que incluye celulasas y
hemicelulasas (ver secciéon 7), a partir de la cual se obtiene un hidrolizado

compuesto principalmente por monosacdridos solubles que luego serdn
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fermentados a alcohol (Hahn-Hégerdal et al., 2006). El uso del pretratamiento,

facilita el desarrollo de esta etapa maximizando su eficiencia y rendimiento.

Fermentacion: la fermentacion alcohélica es un proceso biolégico en ausencia de
aire, originado por la actividad de algunos microorganismos que procesan los
hidratos de carbonos, para obtener como productos finales un alcohol en forma de
etanol, diéxido de carbono en forma de gas y moléculas de ATP que son
consumidas por los microorganismos en su metabolismo celular energético
anaerdbico (Sanchez-Riafio et al., 2010). Han sido estudiados los cultivos de
levadura para el proceso de fermentaciéon los cuales ofrecen ventajas como
reduccién de costos, facil adquisicion, entre otras; que coexisten con desventajas
como los largos tiempos de residencia que requieren (Gil et al., 2006; Karimi et al.,
2006). El uso de co-cultivos o cultivos mixtos de microorganismos también han
sido empleados, con el fin de acelerar el proceso de fermentaciéon o de
complementar la accién de los microorganismos para obtener mayores
rendimientos en la tasa de conversion de aztcar a etanol (Sanchez-Riafio et al.,

2010).

5.5 BAGAZO DE CANA DE AZUCAR COMO BIOMASA RESIDUAL

Entre los materiales lignoceluldsicos prospectivos para la produccién de este
combustible, se encuentran los residuos de cultivo como bagazo de cafia de aztcar,
rastrojo de maiz, paja de trigo, paja de arroz, cascarilla de arroz, paja de cebada,
bagazo de sorgo dulce, desechos de celulosa (papel de periddico, papel de oficina y
papel reciclado), biomasa herbacea y desechos sélidos urbanos (Talebnia et al.,
2010). El bagazo de cafa se produce como consecuencia de la fabricaciéon de aztcar
a partir del Saccharum officinarum (cafia de azicar). Este cultivo es de gran interés
econdémico por ser la principal fuente para producir sacarosa, ademas de utilizarse
para la generacion de energia eléctrica y biocombustibles (Hernandez-Santoyo et
al., 1999; Rabelo et al., 2011; Bussamra et al., 2015; Di Marco et al., 2017). La cafia de
azucar se produce en casi 100 paises, donde se cultivan mdas de 24 millones de

hectareas. En Argentina, la elaboracién de azicar es una de las actividades
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agroindustriales mds antiguas y se concentra en el noroeste argentino (NOA), en

las provincias de Tucumdén, Salta y Jujuy, existiendo ademds un pequefio
desarrollo azucarero en el litoral del pais. En la actualidad funcionan 23 ingenios
azucareros, de los cuales 15 estdn en Tucuman, 3 en Jujuy, 2 en Salta, 2 en Santa Fe
y 1 en Misiones los cuales producen alrededor de 2 millones de toneladas de
azlcar por afio, provenientes de unas 360.000 hectareas cultivadas en total.
Argentina ha incrementado su crecimiento promedio de cafia de aztcar en los
ultimos afios y ahora contribuye al 1,1% de la produccion mundial (Pérez et al.,
2007). En la Argentina, el uso del bagazo de cafa de aztcar para la produccion de
bioetanol se empez6é a fomentar a partir de la sanciéon de la ley 26.334 en 2008
“Régimen de Promocion de la Produccion de Bioetanol” donde se contempla
impulsar la conformacién de cadenas de valor mediante la integraciéon de
productores de cafia de azticar e ingenios azucareros en los procesos de fabricacion
de bioetanol. El bagazo de cafia de aztcar producido en la industria azucarera se
quema generalmente en las calderas para producir calor y electricidad. Este
residuo se compone de 43% de celulosa, 21-23% lignina, 25-32% de hemicelulosas
(principalmente xilanos) y cantidades menores de extractivos y compuestos
inorgdanicos (Jayapal et al. 2013; Clauser et al., 2016).

Los ingenios azticareros generan aproximadamente 270 a 280 kg de bagazo (50%
de humedad) por tonelada métrica de cafia de azdcar. La produccién de etanol a
partir de bagazo de cafa, a través de la hidrélisis y fermentacién, podria producir
aproximadamente 280 a 330 litros por tonelada de bagazo seco (Karp et al., 2013;
Loha et al., 2013).

El alto contenido en hidratos de carbono presente en el bagazo es la principal
ventaja para utilizarlo como sustrato para la bioconversiéon, ademaés es considerado
como un sustrato barato, ya que hay un suministro constante generado dentro de

la industria de la cafia de azticar como residuo (Rezende et al., 2002).
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5.6 ORGANISMOS LIGNOCELULOLITICOS

En la naturaleza existen numerosos microorganismos xil6fagos que son capaces
de degradar la hemicelulosa y la celulosa utilizdndolas como fuentes de energia.
Los hongos son los organismos predominantemente responsables de la
degradacioén de la lignocelulosa (Hatakka et al., 1989; Arias-Carbajal et al., 2005).

Misiones esta incluida dentro de una de las regiones mas biodiversas de la
Argentina y por lo que es una zona favorable para la busqueda de nuevas
variantes de microorganismos fangicos (Saparrat et al., 2002; Gil 2007; Levin et al.,
2007; Fonseca et al., 2010).

Sistemas xilanoliticos completos, con todas las enzimas necesarias para la
degradacion del xilano, han sido reportadas en los géneros Trichoderma (Tenkanen
et al., 1992; Kaur et al., 2005; Da Cunha et al., 2013), Aspergillus, (Gottschalk et al.,
2010) Penicillum (Collins et al. 2005; Bajaj et al., 2011). Lograr detectar y caracterizar
estas baterias enzimaticas es de gran importancia en biotecnologia ya que permite
su utilizacién en los pretratamientos biolégicos de la biomasa lignocelulésica para
la obtencién de bioetanol y se presenta como una estrategia de menor impacto
ambiental y mucho mas especifica en comparacién a otros métodos utilizados

habitualmente.

5.6.1 Trichoderma
Las especies del género Trichoderma representan un grupo de hongos
filamentosos que de acuerdo con Kuhls et al. (1997), Lieckfeldt. et al. (1999),
Samuels & Chaverri (2003), Samuels (2005) y Jaklitsch et al. (2006), su clasificacién

taxondmica se muestra a continuacién (Argumedo-Deliria et al., 2009)
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Reino: Mycetae (Fungi)
Division: Eumycota
Subdivisién: Ascomycotina
Clase: Euascomycetes
Orden: Hypocreales
Familia: Hypocraceae
Género: Trichodema

Actualmente, la International Subcommission on Trichoderma and Hypocrea
Taxonomy 1 enumera 104 especies que se han caracterizado a nivel molecular
(Jaklitsch 2009).

Las especies de Trichoderma se consideran cosmopolita del suelo, predominando
en los ecosistemas terrestres (suelos agricolas, pastizales, bosques y desiertos) y
acuaticos (Domsch et al., 1980; Sandoval-Denis et al., 2014). Algunas especies son de
vida libre en el suelo, oportunistas, simbiontes de plantas y otras son micoparasitas
y pueden colonizar distintos ambientes, debido a su alta capacidad reproductiva
(Argumedo-Deliria et al., 2009; Seidl et al., 2009).

Su temperatura 6ptima de crecimiento se encuentra en un rango de 25 a 30°C.
Sin embargo, se pueden adaptar y sobrevivir en condiciones extremas de
temperatura, pH y salinidad (Domsch et al., 1980; Rangel et al., 2015).

Es un hongo septado y produce conidiéforos altamente ramificados con un
contorno cénico o piramidal. En los extremos de los conidiéforos se encuentran
unas estructuras llamadas fidlides en cuyos extremos se producen conidios donde

se acumulan para formar una cabeza conidial (figura 2) (Gams & Bissett 1998).

5.6.2 Importancia del género Trichoderma.

La capacidad de producir diversos metabolitos y enzimas, de adaptacion a
diversas condiciones ambientales y sustratos, confiere a Trichoderma la posibilidad

de ser utilizado en la industria biotecnolégica (Martinez-Burgos et al., 2013).

1
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El grupo de hongos pertenecientes al género Trichoderma tienen muchas

propiedades que pueden ser aprovechas biotecnolégicamente, como la capacidad
de actividad biocontroladora, ya que poseen propiedades micoparasiticas y
antibidticas (Argumedo-Deliria et al., 2009; Bich et al., 2015); se han descripto
diferentes mecanismos de acciéon que regulan el desarrollo de los hongos
titopatégenos diana mediante accion directa (Samuels 1996; Lorito et al., 1996;
Durman et al., 2003) e indirecta (Harman 2000).

Ademas, tienen el potencial de sintetizar y liberar enzimas como polisacaridasas
tales como (Ramirez-Lépez 2012; Argumedo-Deliria et al., 2009), celulasas (Roussos
et al., 1991; Rodriguez & Pineros 2007; Castrillo et al., 2015), xilanasas (Pérez 2001;
Corral 2002; Castafieda et al., 2015; Diaz et al., 2015; Barchuk et al., 2016) y
quitinasas (Clavijo & Cotes 1998; Infante et al., 2009), las cuales se aprovechan en
numerosos procesos industriales (Verma et al., 2007).

Ha sido reportado en especies de Trichoderma sp. tales como T. harzianum, T.
atroviride y T. reesei altos niveles en la produccién de endoxilasas (Torronen &
Rouvinen 1997; Rezende et al., 2002; Seyis & Aksoz 2005, Ahmed et al., 2007;
Meenakshi et al., 2008; Kovacs et al., 2009).

A pesar de esto la aplicacién enzimdtica en procesos a gran escala es un
problema recurrente debido a los elevados costos para su aplicacion
biotecnolégica, por lo tanto, es de suma importancia maximizar la capacidad de
secrecion xilanolitica en medios de cultivos alternativos de bajo costo (Sanchez-
Riafio et al., 2010).

La produccioén de Trichoderma a nivel industrial y semindustrial se ha propuesto
empleando diferentes sustratos, donde condiciones como humedad y tamafio de
particula en el medio de cultivo juegan un papel fundamental, pH, materia
orgénica, contenido de nutrientes como asi también la luz y temperatura, ya que es
fotosensible y se comporta mejor en condiciones de luz de dia o UV 366 nm,
aunque todos estos pardmetros pueden variar de acuerdo con la cepa con la que se

trabaja (Shin et al., 2000; Chavez-Garcia et al., 2008). En estos hongos, la agitacion
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incrementa la producciéon enzimatica y es necesaria para mantener la

homogeneidad del medio con el fin de evitar la formaciéon de camulos de gran
tamafio y metabolicamente inactivos. Sin embargo, las fuerzas de cizallamiento por
encima de 150 rpm pueden interrumpir el tejido microbiano fragil y tiene una

marcada influencia sobre la produccién de xilanasa (Obregén & Jahazel 2015).

Figura 2. Género Trichoderma. a) T. atroviride en medio PDA después de 5 dias de
cultivo a 282C en presencia de luz. b) Observacidon en microscopio 6ptico donde se aprecia
la estructura en forma de arbol tipica de Trichoderma con una magnificacién de 100X.
Elaboracién propia.

5.7 COMPLEJO ENZIMATICO XILANOLITICO

La hidrdlisis de la hemicelulosa permite la liberacién de sus monémeros; y esto
sucede por la acciéon de complejo enzimatico que se conoce como complejo
enzimatico xilanolitico (figura 3) (Subramaniyan & Prema 2002; Castro-Saya 2013;
Martinez-Restrepo 2014). Si bien el xilano es un polimero complejo, heterogéneo y
con una dificil degradacién completa a monémeros de xilosa, puede ser
hidrolizado totalmente por una gran variedad de enzimas con diferentes
especificidades y modos de accién (Sapag et al., 2002; Subramaniyan & Prema 2002;
Chen et al., 2009). Este complejo xilanolitico incluye a las endo-1,4--D-xilanasas
(EX) (EC 3.2.1.8), B-D-xilosidasas (BXL) (EC 3.2.1.37) y varias enzimas accesorias
incluidas a la L-arabinofuranosidasa (EC 3.2.1.55), a-glucuronidasa (EC 3.2.1.139),
a- galactosidasa (EC 3.2.1.22), acetilxilano esterasa (EC 3.1.1.72) y acido ferdlico
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esterasa (EC 3.1.1.73) (Sunna & Antranikian 1997; Visser et al., 2013) (figura 3). Las

EC 3.2.1.8 acttan clivando azarosamente los enlaces 1,43-D- xilosidico, liberando
oligosacaridos, que seran blanco de la accién hidrolitica por enzimas anexas

(Subramaniyan & Prema 2002; Collins et al., 2005).

acido p-coumadrico esterasa/acido
ferdlico esterasa

Figura 3. Complejo enzimatico xilanolitico. Estructura de xilano y las enzimas xilanoliticas
que participan en su degradacién. Ac: grupo acetilo; a-Araf: a -arabinofuranosa; a-4-0-Me-
GlcA: 4cido a-4 O-metilglucurénico. (Sunna & Antranikian 1997).

5.7.1 (lasificacion de xilanasas

Las xilanasas, inicialmente llamadas pentosanasas, fueron descritas por primera
vez por Sorensen en 1955 y finalmente clasificadas como xilanasas por Koichiro et
al. en 1961. Estas enzimas son producidas por bacterias, algas y hongos. La
mayoria de estas enzimas estudiadas hasta la fecha son de origen fingico o
bacteriano, extracelulares o unidas a membrana, mesofilicas, y de actividad 6ptima
a pH neutro o ligeramente 4cido. Sin embargo, se han descrito xilanasas que son
estables y activas en ambientes extremos, con actividad a temperaturas de 5 a
105°C, pH de 2 a 11 y ambientes de hasta 30% de salinidad (Collins et al., 2005;
Montoya Mendoza 2012).
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Las xilanasas pueden ser agrupadas de acuerdo a sus propiedades cataliticas, ya

sean glicosilhidrolasas (GHs) que hidrolizan enlaces glicosidicos, o bien, estearasas
de carbohidratos (CEs) que hidrolizan enlaces éster (Bribiesca 2013).

Actualmente existen 96 familias de glicohidrolasas, agrupadas segin la
conservacion de la secuencia primaria del dominio catalitico, como asi también
segun sus propiedades fisicoquimicas como peso molecular y punto isoeléctrico.
Existen familias que agrupan a las enzimas que han demostrado actividad sobre el
xilano, las familias 5, 7, 8, 10, 11, 26 y 43 y de éstas, la 10 y 11 (anteriormente F y G)
incluyen principalmente proteinas de actividad endoenzimatica y preferencia por
el xilano como sustrato. Xilanasas con estas caracteristicas son consideradas las
“verdaderas xilanasas” (Henrissat 1991, Montoya Mendoza 2012).

Las xilanasas de la familia 10 suelen tener pesos moleculares mas altos y
menores puntos isoeléctricos que las xilanasas de la familia 11 y estain compuestas
por un dominio de unién a celulosa y un sitio catalitico ligados mediante un
péptido de union (Biely et al., 1980); muestran menor especificidad hacia el sustrato
y se ha encontrado que también atacan el enlace glicosidico de los [-D-
celobiésidos (Biely 1993). Las xilanasas de la familia 11 son de menor peso
molecular. Son subdivididas a su vez en dos subgrupos de acuerdo con su punto
isoeléctrico en alcalinas o &cidas y se considera que debido a su tamafio
relativamente pequefio, estas pueden atravesar los poros en las redes de
hemicelulosa permitiendo una hidrélisis mas eficiente (Torronen & Rouvinen
1997). Las endoxilanasas de la familia 10 son capaces de atacar los enlaces
glicosidicos cercanos a puntos de ramificacion y hacia el extremo no reductor,
mientras que los de la familia 11 no lo hacen (Subramaniyan & Prema 2002);
ademads, estas endoxilanasas requieren un espacio de dos residuos de xilopiranosil
no sustituidos entre ramificaciones, en tanto que los de la familia 11 requieren tres

residuos consecutivos no sustituidos (Biely 1993; Bribiesca 2013).
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5.7.1.1 Endo-1,4- B -D-xilanasas

Las endo-1,4-pB-D-xilanasas o mdas comunmente llamadas endoxilanasas son
consideradas las enzimas clave en el sistema xilanolitico fangico. Son proteinas
monoméricas con masas moleculares y puntos isoeléctricos que oscilan en un
amplio rango de acuerdo a la familia a la cual pertenecen. Se encuentran
endoxilanasas con masas moleculares entre 8 y 145 kDa y con puntos isoeléctricos
que varfan entre 3 y 10. El pH optimo para la actividad catalitica de Ia
endoxilanasa se encuentra entre 4 y 7, mientras que la temperatura 6ptima se
encuentra entre 40 y 60°C. (Wong et al., 1988; Kulkarni et al., 1999; Cuyvers et al.,
2011).

5.7.2 Inmovilizacion de enzimas

Las enzimas son biocatalizadores de origen biolégico. Para llevar a cabo procesos
en los que son utilizadas las enzimas como catalizadores, es importante considerar
el mantenimiento y la estabilidad estructural de éstas para reutilizarlas, aumentar
la eficiencia de producciéon y facilitar la recuperacion de la enzima al final de la
reaccion. Una enzima inmovilizada es aquella que se encuentra confinada en un
espacio definido en el que se retiene su actividad catalitica y puede ser reutilizada
continuamente. Se han desarrollado varias técnicas para la inmovilizaciéon de
enzimas, las cuales permiten su uso y aplicacién en muchas areas como en la
producciéon de alimentos, farmacéuticos, biomedicina, como biosensores en
métodos analiticos, biocombustible, entre otras. Esta estrategia ha sido de gran
impacto ya que minimiza los costos de operacién y facilita recuperaciéon de la
enzima y del producto.

Existen nimeros métodos de inmovilizacién cuya eleccion depende de la enzima
que se necesita inmovilizar y el fin para el cual se utilizard. La caracteristica de la
matriz resulta el parametro de mayor importancia y determina el rendimiento del

método. Las propiedades ideales de un soporte incluyen resistencia fisica a la
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compresion, hidrofilia, inercia hacia las enzimas, resistencia al ataque microbiano y

disponibilidad a bajo costo (Brena & Batista-Viera, 2013).

La técnica de inmovilizaciéon por atrapamiento, consiste en la inclusiéon de la
enzima por unioén covalente o no, dentro de geles o fibras (Subramanian et al., 1999;
Chiang et al., 2004; Klotzbach et al., 2008; Nawas et al., 2016). Esta forma de
inmovilizacién minimiza la lixiviacién de la enzima y mejora su estabilidad, pero
con frecuencia resulta en limitaciones de transporte de sustrato /analito al sitio
activo de la enzima. Sin embargo, esta técnica permite la posibilidad de adaptar el
material de encapsulaciéon para proporcionar el microambiente 6ptimo para la
enzima, es decir, que coincida con el entorno fisico-quimico de la enzima y el
material de inmovilizacién (Spahn et al., 2008). La encapsulacién eficiente se ha
realizado empleando alginato de calcio, que previene la perdida de la enzima y
aumenta la estabilidad mecanica. El atrapamiento por medio de nanomateriales ha
revolucionado el drea de inmovilizaciéon de enzimas y ha ampliado el rango de
aplicaciones en el campo de la quimica fina, biomedicina, biocombustibles,
biosensores, etc. La disminucién en la lixiviaciéon y el aumento en el indice de
eficiencia de atrapamiento, se ha reportado en la actividad lipasa de Candida
rugosa, mediante el uso de quitosano como soporte; este material se considera no
toxico, biocompatible y de facil manipulacién quimica, ademds de su alta
compatibilidad con la proteina dada su naturaleza hidrofilica. Asi mismo, se ha
reportado que la carragenina es otro soporte adecuado para lipasa, pues es un
material tolerante a altas temperaturas y solventes organicos (Rioux et al., 2013).

La inclusién en geles como agar- agar y poliacrilamida han sido reportado para la
inmovilizaciéon de xilanasas para su aplicacion en la degradaciéon de biomasa
lignocelul6sica (Bibi et al., 2015; Maalej- Achouri et al., 2009)

El agar esta constituido por agarosa un polimero neutro y la agaropectina, un
polimero con carga y sulfatado. Al momento de su utilizacién como matriz para la
inmovilzacion es necesario tener en cuenta la concentracién del polimero porque a

menor concentracién los bloques que se generan para su aplicaciéon se tornan muy
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fragiles, por el contrario, cuando los tamafios de poros son grandes se facilita la

liberaciéon de la enzima desde la matriz principalmente durante los lavados,

llevando a una pérdida en la reutilizacion (Bibi et al., 2015).

5.8 Aplicacién de xilanasas para la produccion de bioetanol

Las xilanasas son enzimas hidroliticas que tienen aplicaciones en numerosas
tecnologias verde. Actualmente se llevan a cabo investigaciones que tienen como
principal objetivo el desarrollo de xilanasas que se adapten a los requerimientos
industriales tales como los de la industria de la pulpa y el papel y la industria de
los biocombustibles. El escenario actual muestra la importancia de las energias
renovables donde las xilanasas tienen un rol fundamental, ya que de manera
cooperativa se involucran con otras enzimas y degradan la biomasa para la
produccién de etanol celulésico. De esta manera el uso eficiente de materiales
lignoceluldsicos pude desembocar en la producciéon de combustibles alternativos a
partir de fuentes de azticares renovables.

Es amplia la bibliografia que avala que el tiempo y método utilizado para el
pretratamiento del material para su aplicacion en la obtencion de biocombustible
tiene implicancia directa sobre la eficiencia y rendimiento de la etapa de hidrdlisis
(Chiaramonti et al., 2012). En este sentido la estrategia empleada para el
pretratamiento depende de la composicion del residuo y consecuentemente del
origen, madurez y variedad del material que se pretende emplear (Andrade et al.,
2017). Se ha reportado que el pretratamiento del material utilizando acidos es muy
eficiente en la deslignificacion pero tiene la desventaja de que provocan la pérdida
de aztcares fermentables. A diferencia de estos los pretratamiento alcalinos estan
ampliamente difundidos para deslignificar el material sin esa desventaja (Cardona
et al., 2010; Pandey et al., 2000). El pretratamiento biol6gico puede llevarse a cabo
utilizando microorganismos, como pueden ser los hongos, o empleando
tnicamente algin producto de su secrecién, como las enzimas tales como las
ligninoliticas (lacasas: EC 1.10.3.2, manganeso peroxidasas: EC1.11.1.13 o lignino

peroxidasas: EC 1.11.1.14) o las hemiceluloliticas (endoxilanasas o -xilosidasas).
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Este tipo de pretratamiento tiene la ventaja de que puede ahorrar el 15% de la

electricidad necesaria en la etandlisis y ademds puede llevarse a cabo en
condiciones ambientales, aunque la tasa de hidélisis es méas lenta en comparacion a
la utilizacion de otro tipo de tratamiento (Itoh et al., 2003)

El uso de dos o mas estrategias para el pretratamiento del material combina las
habilidades de los métodos lo que permite una mejor descomposicion de la
biomasa. De esta manera las ventajas de un pretratamiento quimico deslignificante
y de uno biolégico que permita la hidrdlisis de la hemicelulosa podrian
incrementar la liberaciéon de aztcares para ser fermentados (Sanchez- Rifiao et al.,

2010).
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6 OBJETIVOS

6.1 Objetivo general

Seleccionar cepas nativas de la provincia de Misiones para la optimizacién de la
producciéon de xilanasas y profundizar en las caracteristicas bioquimicas y
genéticas de estas enzimas, para evaluar su potencial biotecnolégico en el

pretratamiento de bagazo de cafia de aztcar.

6.2 Objetivos especificos

1. Evaluar la capacidad de secrecion de [-1,4-endoxilanasa, por especies
fangicas pertenecientes al género Trichoderma sp. para seleccionar las

promisorias.

2. Caracterizar bioquimicamente la actividad xilanolitica presente en los

sobrenadantes de cultivo producidos.

3. Inmovilizar xilanasas provenientes de los sobrenadantes de cultivo y

realizar la caracterizaciéon bioquimica.

4. Evaluar la aplicacién de la enzima inmovilizada y libre en el pretratamiento

del bagazo de cafia de aztcar.

5. Identificar y caracterizar la region del gen que codifica para una (-1,4-

endoxilanasa.
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7 MATERIALES Y METODOS

7.1 EVALUACION DE LA HABILIDAD XILANOLITICA DE CEPAS DE Trichoderma
NATIVOS DE LA PROVINCIA DE MISIONES.

7.1.1 Seleccion cualitativa.

7.1.1.1 Material biolégico.

Para la seleccion cualitativa de cepas con mayor habilidad xilanolitica se
trabajé con una colecciéon de 20 cepas del género Trichoderma pertenecientes al
Laboratorio de Biotecnologia Molecular del InBioMis- FCEQyN- UNaM,
autoctonas de la provincia de Misiones: T. pleuroticola LBM 093, T. harzianum LBM
094, T .brevicompactum LBM 095, T. harzianum LBM 100, T. harzianum LBM 101, T.
harzianum LBM 103, T .atroviride LBM 112, T. harzianum LBM 113, T. longibrachiatum
LBM 114, T. longibrachiatum LBM 115, T. atroviride LBM 117, T. reesei LBM 118, T.
longibrachiatum LBM 119, T. stilbohypoxyli LBM 120, T. longibrachiatum LBM 121, T.
harzianum LBM 122, T. citrinoviride LBM 123, Trichoderma sp. LBM 192 vy
Trichoderma sp. LBM 193.

7.1.1.2 Medio de cultivo.

7.1.1.2.1 Medio de cultivo para mantencion de cepas.
Las 20 cepas fueron activadas y mantenidas en medio papa dextrosa agar

(PDA) 3,95% (p/v). Para ello se mezclaron los componentes con agua destilada y
se esteriliz6 en autoclave a 1 atmésfera, 121°C por 15 min y se distribuy6 en placas

de Petri de 90 milimetros para su posterior utilizacién.

7.1.1.2.2 Medio de cultivo para la seleccion
Para el crecimiento y posterior determinacién de la habilidad xilanolitica, se

utiliz6 el medio de cultivo Mandels (Mandels & Reese, 1957) conteniendo 1,4 g L1
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de (NH4)2SO4, 2 g L1 de KH2PO4, 04 g L1 de CaCh.2H2O, 03 g L1 de
MgS04.4H,0, 0,005 g L1 de FeSO4.7H-0, 0,0016 g L1 de MnSO4.4H-0, 0,0014 g L1
de ZnSO4.7H20, 0,02 g L1 de CoCl2.6H20, 0,3 g L1 de urea y 0,25 g L1 de extracto

de levadura; con agar 1,7% (p/v) y xilano de beechowood (Sigma- Aldrich) 1%
(p/v) como fuente de carbono, a pH 4,5 ajustado con acido acético puro. Los
componentes se mezclaron y se esterilizaron en autoclave a 121°C y 1 atmoésfera

durante 15 min, posteriormente el medio se distribuy6 en placas de Petri.

7.1.1.3 Deteccion de la actividad xilanolitica
Para la deteccion de la actividad enzimatica, se inoculé un taco de 5 mm de
didmetro en el centro de la placa de Petri de 90 mm de didmetro, conteniendo
medio descripto en la secciéon 7.1.1.2.2 y se incub6 durante 6 dias a 28+1°C. Luego
la actividad xilanolitica se revel6 con rojo Congo 0,1% (p/v) por 15 min y lavados
consecutivos con agua corriente. La aparicion de un halo de degradacién fue

considerada resultado positivo. Todo el experimento se realizé por duplicado.
7.1.2 Seleccion cuantitativa.

7.1.2.1 Material biolégico.

Para la seleccién cuantitativa de cepas con mayor habilidad xilanolitica se
trabaj6 con 11 cepas seleccionadas a partir del andlisis de los ensayos de selecciéon
cualitativos: T. pleuroticola LBM 093, T. harzianum LBM 094, T. brevicompactum LBM
095, T. harzianum LBM 100, T. harzianum LBM 103, T. atroviride LBM 112, T.
atroviride LBM 117, T. stilbohypoxyli LBM 120, T. harzianum LBM 122, Trichoderma
sp. LBM 192 y Trichoderma sp. LBM 193.

7.1.2.2 Medio de cultivo.

7.1.2.2.1 Medio de cultivo liquido para la seleccion.
Para la determinacién, de la actividad enzimatica xilanolitica, se utiliz6 el

medio Mandel descripto en la seccion 7. 1.1.2.2 sin agar.

43



[ Materiales y Métodos

7.1.2.2.2 Medio liquido utilizado como control para la seleccién.
Para la determinacién de la actividad enzimatica xilanolitica, se utiliz6 el

medio Mandel descripto en la seccion 7. 1.1.2.2 sin agar ni xilano.

7.1.2.3 Inoculacion

Para el desarrollo fingico se prepar6é una suspension de esporas para cada
cepa en una solucién acuosa de Tween 80 0,1% (v/v) previamente esterilizada en
autoclave. Para ello se tomaron esporas de placas de Petri conteniendo medio de
cultivo segtin se describi6 en la seccién 7.1.1.2.2 donde los aislamientos fueron
crecidos 7 dias a 2841 °C en presencia de luz. Luego se realiz6 el recuento de
esporas en la cAmara de Neubauer utilizando como base la técnica propuesta por
Alves & Farias (2010) hasta llegar a la concentracién establecida (2- 3 x 107 esporas
mL1). Luego se tom6 1 mL de esta suspension y se inocul6 en cada Erlenmeyer de
100 mL conteniendo el medio descripto en apartado 7.1.2.2.2. Los Erlenmeyer se
incubaron a 28°C + 1°C en presencia de luz, en condiciones estaticas. El

experimento se realiz6 por duplicado.

7.1.2.4 Determinacion de la actividad enzimatica

Para determinar la actividad xilanolitica y analizar la cinética de secrecion se
tomaron alicuotas de 100 pl de xilano de madera de haya (Sigma-Aldrich, USA)
soluble 1% (p/v) en buffer acetato de sodio 50 mM pH 4,8 para ser incubado con
100 pl del extracto enzimatico durante 60 min a 50°C. Los azucares reductores
liberados se midieron por el método del acido dinitrosalicilico (DNS) en
espectrofotémetro (Mapada® UV-3300) a 540 nm usando xilosa como estandar
(Miller 1959).

Una unidad enzimética (U) se definié como la cantidad de enzima necesaria
para liberar un pmol de xilosa a partir del sustrato en un minuto bajo las

condiciones de ensayo.
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7.1.2.5 Anadlisis estadistico

Los resultados obtenidos se analizaron estadisticamente utilizando el
programa STATGRAPHICS Centurion y GraphPad Prism version 7.0 para
Windows (GraphPad Software, San Diego, CA, USA). Se realiz6 un analisis de
varianza de dos factores: cepa estudiada y tiempo de cultivo. Para evaluar la
existencia de diferencias entre niveles de un factor se realiz6 el test de la minima
diferencia significativa (LSD) de Fisher. El nivel de confianza empleado fue del
95%. Ademads, para el andlisis multifactorial se utiliz6 el Infostat version 2016p

(Universidad Nacional de Cérdoba).

7.2 Evaluacion de la actividad xilanolitica en medio conteniendo bagazo como

fuente de carbono.

7.2.1 Material bioldgico.

Para la evaluacion de la actividad xilanolitica se trabajo con 5 cepas
seleccionadas en el ensayo de seleccion cuantitativo: T. harzianum LBM 094, T.
harzianum LBM 103, T. atroviride LBM 117, Trichoderma sp. LBM 192 y Trichoderma
sp. LBM 193.

7.2.2 Medio de cultivo, inoculacién y condiciones de cultivo.

Para el crecimiento fungico y la posterior determinacion de la actividad
xilanolitica se utilizé un medio de cultivo como se describi6 en la seccién 7.1.2.2.2
sin el agregado de agar ni xilano, con las siguientes modificaciones: se evaluaron
tres concentraciones distintas de bagazo de cafia de azudcar triturado a 40 mesh (5,
10 y 15 g L) como fuente de carbono. Los componentes se mezclaron y se
distribuyeron en Erlenmeyer de 100 mL conteniendo 20 mL de medio y se
esterilizaron en autoclave a 121°C y 1 atmosfera durante 15 min.

Para la evaluacion de la actividad enzimatica en un medio control se utilizé

el medio descripto en la seccién 7.1.2.4 sin agar.
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La inoculacién se llevé a cabo como se describié en la seccién 7.1.2.3. Los
Erlenmeyer fueron incubados por 27 dias a 28°C+1°C en agitacion constante a 100
rpm y se tomaron alicuotas de 200 pL cada 72 h para el andlisis de actividad
xilanolitica.

Para la evaluacion del efecto de la luz sobre la actividad xilanolitica el
experimento se realizé considerando el crecimiento en presencia y en ausencia de

luz. Todo el ensayo se llevé a cabo por duplicado.

7.2.3 Caracterizacion bioquimica de la actividad xilanolitica presentes

en los sobrenadantes de cultivo producidos.

Para la caracterizacion de la actividad xilanolitica presente en el
sobrenadante se seleccion6 el sobrenadante que mostré la mayor actividad para

cada cepa detectados durante el desarrollo del ensayo descripto en esta seccién.

7.2.3.1 Zimograma

Para detectar la presencia de isoenzimas se realiz6 electroforesis discontinua
no desnaturalizante en geles de poliacrilamida al 7,5% (p/v) con xilano 1% (p/V)
incorporado en el gel separador. Se sembraron 16 U mL-! por carril. Para la corrida
electroforética se realizé una pre-corrida a 50 mA por 10 min en buffer Tris-Glicina
1,5 M, pH 8,3 y luego se realiz6 la corrida a 40 mA hasta que el frente atraveso6 el
gel concentrador, el final de la corrida se realizé a 50 mA. Los geles se fijaron en
una solucién metanol: &cido acético: agua (4:1:5) por 5 min. Para revelar la
actividad enzimaética los geles fueron incubados en buffer acetato de sodio 50 mM
pH 4,8 a 50°C durante 60 min y luego tefiidos con rojo Congo 0,1% (p/v) por 60
min y lavado con NaCl 1M hasta la aparicion de la banda (He et al., 2009).

7.2.3.2 pH optimo
Para definir el pH 6ptimo, se realiz6 una modificaciéon el protocolo de
determinacién de actividad enzimética. Para ello las diluciones de los extractos se
realizaron con buffers a diferentes pH en el rango de 3 a 10 e incubados con xilano

de madera de haya 1% (p/v) preparado en el mismo buffer que la dilucién del

46



[ Materiales y Métodos

sobrenadante. La actividad enziméatica se determindé como se describié en la

seccién 7.1.2.4 y los valores fueron expresados en porcentajes, donde el 100% para
cada cepa represent6 el mayor nivel de actividad enzimatica detectada.

Para pH 3 se utiliz6 el buffer citrato (0,1M), para pH 4, pH 4,8 y pH 5 buffer
acetato de sodio (0,05M), para pH 6, pH 7 y pH 8 buffer fosfato de sodio (0,1M) y
para pH 9 y pH 10 se utiliz6 buffer tris-glicina (0,1M).

7.2.3.3 Temperatura optima
Para determinar la temperatura 6ptima de actividad xilanolitica se modific6
el protocolo de determinacion de la actividad enzimatica. Para ello se incub6 el
sobrenadante con xilano de madera de haya 1 %(p/v) a diferentes temperaturas en
un rango de 4 a 70°C manteniendo constante el pH 6ptimo.
Los valores fueron expresados en porcentajes, donde el 100% para cada cepa
representd el maximo nivel de actividad enzimatica detectado.

Las temperaturas evaluadas fueron 4, 10, 30, 40, 45, 55, 60 y 70°C.

7.2.3.4 Termoestabilidad

Para evaluar la estabilidad de la actividad xilanolitica presente en cada uno
de los sobrenadantes de cultivo se realiz6é una pre-incubacién sin el sustrato a 30,
50 y 70°C durante diferentes intervalos de tiempo. Luego se determiné la actividad
enzimaética a 50°C, pH 4,8 durante 60 min, segtin se describi6 en la seccién 7.1.2.4
para cada intervalo de tiempo hasta que la actividad cayé hasta 50%. Los
resultados se expresaron en porcentajes estableciendo como 100 % al mayor nivel
de actividad detectado.

Para la evaluacion de la termoestabilidad de la actividad xilanolitica a 30°C,
los sobrenadantes de cultivo fueron pre-incubados a diferentes intervalos de
tiempo en un rango de 1 a 72 h, evaluando la actividad enzimatica a los 1, 3, 6, 12,
24,48y 72h

Para la evaluacion de la termoestabilidad de la actividad xilanolitica a 50°C

los sobrenadantes de cultivo fueron pre-incubados a intervalos de tiempos
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comprendidos entre 30 min y 72 h, evaluando la actividad enzimatica a los 30 min,
5,8,12,24,48 y 72 h.

Para la evaluaciéon de la termoestabilidad de la actividad xilanolitica los
sobrenadantes de cultivo fueron sometieron a intervalos de tiempos, determinando

la actividad correspondiente a los 2, 4 y 6 min.

7.2.3.5 Estabilidad en pH

Para la evaluacion de la estabilidad enzimatica presente en los
sobrenadantes de cultivo de cada cepa en funcién del pH, estos fueron sometidos a
una pre- incubacién con diferentes buffers a una temperatura constante de 30°C
durante diferentes intervalos de tiempo. Luego se determind la actividad
enzimdtica a 1, 12, 24, 48, 72 h. Los valores fueron expresados en porcentaje,
estableciendo como 100% al mayor nivel de actividad xilanolitica detectado.

Los pH evaluados para la estabilidad fueron pH 3 buffer citrato 0,1M, pH
4,8 buffer acetato de sodio 0,06M, pH 7 buffer fosfato de sodio 0,1M y pH 10 con
buffer tris-glicina 0,1M.

7.2.4 Analisis estadistico
Los analisis estadisticos ANOVA se realizaron mediante el programa

STATGRAPHICS CENTURION 5.0.

7.3 Caracterizacion del potencial xilanolitico de T. atroviride LBM 117.

7.3.1 Identificacion molecular.

7.3.1.1 Extraccion, purificacion y cuantificacion de ADN genémico
obtenido a partir de micelio de la cepa seleccionada.

Para la identificaciéon de la cepa seleccionada, se extrajo ADN a partir de
cultivos de 5 dias en medios de cultivo extracto de malta 12,7 g L-1, utilizando el
protocolo propuesto por Wining y Landridge (1991) con modificaciones (Fonseca

2013). Para ello el contenido celular fue digerido a 60°C con Proteinasa K 0,1 mg
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mL-1, B-mercaptoetanol 10 mM y SDS 2% (p/v) en solucion buffer Tris-HCl 100
mM (pH 8), NaCl 1,5 M y EDTA 50 mM. El ADN fue purificado con cloroformo:

alcohol isoamilico (24:1) y acetato de potasio 3 M, luego se precipité con alcohol

isopropilico y etanol 96 %.

La calidad del ADN se verifico mediante la visualizaciéon en geles de
agarosa 1 % (p/v) tefiidos con gel red. La cuantificacion se realiz6 mediante la
medicién de la absorbancia a 260 nm, considerando que 1 unidad de absorbancia

corresponde a 50 ug uL-! de ADN.

7.3.2 ldentificaciéon molecular a partir del analisis de las secuencias de
RPB-2 v tefl obtenidas de la cepa seleccionada.

Para la identificaciéon de la cepa se utilizaron los cebadores EF1-728F (5-
CATCGAGAAGTTCGAGAAGG-3) y EF- 986R (5-
TACTTGAAGGAACCCTTACC-3) con los que se amplific6 un fragmento del gen
que codifica para el factor de elongacion de la traduccién 1-a (tefl) (Druzhinina et
al,, 2005). Asimismo, con los cebadores fRPB2-5 F (5-
GA(T/C)GA(T/C)(A/C)G(A/T)GATCA(T/O)TT(T/C)GG -3) y f{RPB2-7R (5-
CCCAT(A/G)GCTTG(T/C)TT(A/G)CCCAT -3) se amplificé una regiéon del gen
que codifica para la subunidad 2 de la ARN polimerasa (RPB-2) (Liu et al., 1999).
Luego se corroboraron los pardmetros de los cebadores utilizando Primer3 (tabla
1).

La PCR se llevé a cabo utilizando 1 U de enzima Taq polimerasa (Thermo
Scientific, Fermentas) en un volumen final de 20 pL conteniendo 1X de Taq buffer
(75 mM Tris-HCl, pH 8,8, 20 mM (NH4)2504, 0,01% v v-1, Tween 20), 2,5 mM de
MgCly, 0,2 mM de dNTPs, 10 pmol de cada uno de los cebadores y 60 ng de ADN
genémico como molde. Una reaccién sin el agregado de ADN se utilizé6 como
control negativo. El ciclado se llevé a cabo en tres etapas; la etapa inicial de pre
desnaturalizacion que consté de 4 min a 94°C, seguida de 40 ciclos divididos en

subetapas de 30 s a 94°C de desnaturalizacion, 30 s de hibridacién a 53°C y 30 s a
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72°C de extensién y una etapa final de 10 min a 72°C donde sucede la extension
final. Los productos de las PCR se corrieron en un gel de agarosa 2% y se tifi6 con
gel red.

Para la identificaciéon molecular se secuenciaron los fragmentos obtenidos, los
resultados se analizaron mediante el programa Chromaslite 2.01, el cual permite la
visualizacién y ediciéon de los cromatogramas. En primer lugar, se realizé6 una
ediciéon de las secuencias obtenidas, eliminando los segmentos de baja calidad de
ambos extremos y corrigiendo errores aparentes de los cromatogramas. En los
casos que habia mdas de una secuencia se emple6 el programa CAP3 para la
construccién de un céntigo y en los casos que fueron posibles se corrigieron las
posiciones discordantes de manera manual, usando como referencia los
cromatogramas. El contigo se empled para realizar una busqueda de secuencias
homologas del reino Fungi mediante el programa Blastn con los parametros por
default. Se recuperaron las primeras 100 secuencias y de ese conjunto de secuencias
se eliminaron las secuencias redundantes (mismo organismo de igual o distinta
cepa que no posean diferencias entre ellas). Para realizar el alineamiento se
tomaron las primeras 36 secuencias y se llevd a cabo el alineamiento con el
programa MUSCLE en el modo full processing y el resto de los parametros por
default (Edgar 2004). El dendrograma se llevé a cabo mediante el programa MEGA
7.0. Para la construccién de los dendrogramas a partir de secuencias de RPB-2 y las
secuencias tefl se utilizé el método de Neighbor joining (NJ) con un boostrap de

1000 repeticiones.

7.3.3 Obtencion de la region estructural del gen que codifica para una
endoxilanasa de T. atroviride LBM 117.

Para la obtenciéon de la region estructural del gen que codifica para una
endoxilanasa, en primer lugar se disefiaron cebadores especificos. Para ello se
utiliz6 un genoma disponible en la base de datos correspondiente a T. atroviride
IMI 206040.1 (XM 014082116.1). Luego se realizé una basqueda bioinformatica de

la region nucleotidica que codifica para el péptido sefial y se disefi6 un cebadores
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sentido, uno que hibridaba aguas arriba de dicha regién y el cebador antisentido se

disefi6 sobre los tltimos 20 nucle6tidos correspondiente a la region estructural del
gen. La PCR se llevé a cabo utilizando 1 U de enzima Taq polimerasa (Thermo
Scientific, Fermentas) en un volumen final de 20 pL conteniendo 1X de Taq buffer
(75 mM Tris-HCl, pH 8,8, 20 mM (NH4)2504, 0,01% v v-1, Tween 20), 3 mM de
MgCl,, 0,2 mM de dNTPs, 10 pmol de cada uno de los cebadores y 60 ng de ADN
genémico como molde. Una reaccién sin el agregado de ADN se utiliz6 como
control negativo. El ciclado se llevé a cabo en tres etapas; la etapa inicial de pre
desnaturalizacién que consté de 4 min a 94°C, seguida de 40 ciclos divididos en
subetapas de 30 s a 94°C de desnaturalizacién, 30 s de hibridacién a 55°C y 30 s a
72°C de extensién y una etapa final de 10 min a 72°C donde sucede la extension
final. Los productos de las PCR se corrieron en un gel de agarosa 2% y se tifi6 con
gel red.

Tabla 1. Cebadores para la amplificacion de la region estructural de un gen de
endoxilanasa. Se muestran las secuencias de los cebadores y los parametros que resultaron
de su andlisis en el programa Primer 3.

Nombre Secuencia % GC Tm Long
EX-S 5- ATGGTCGCCTTCACATCTCTCCT-3 52,17 65,59 23
EX-AS 5- CTAGCTGACGTTAATGTTGGCGCT- 3 50 65,72 24

7.3.3.1 Andlisis de secuencia

En primer lugar se realiz6 el andlisis y la edicion de la secuencia obtenida
utilizando Chromaslite 2.01, luego se construyé una secuencia consenso que fue
empleada en el alineamiento con las secuencias disponible en las bases de datos en
el NCBI. Una vez corroborada la identidad de la secuencia del gen de la
endoxilanasa, se realizé la traduccion de la secuencia utilizando translate tool
disponible en ExPASy (http://web.expasy.org). Luego la secuencia consenso fue
evaluada en el PROSITE (https://prosite.expasy.org/) para determinar los

dominios conservados, sitios y familia proteica a la que pertenece. Con SignalP
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(http:/ /www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/) se pudo establecer la secuencia que

corresponde al péptido senal.

7.3.4 _Evaluacion de las diferentes concentraciones de bagazo de caiia de
azucar,

7.3.4.1 Material biolégico.
Para la evaluaciéon de la influencia de diferentes concentraciones de bagazo
de cafia de azdcar como fuente de carbono, se seleccioné la cepa que mostr6

niveles de actividad enzimatica mas elevados: T. atroviride LBM 117.

7.3.4.2 Medio de cultivo.

Para el crecimiento fangico y la posterior determinacién de la actividad
xilanolitica se utiliz6 un medio de cultivo como se describi6 en la seccién 7.1.2.2.2,
teniendo en cuenta las siguientes modificaciones: se evaluaron tres concentraciones
distintas de bagazo de cafia de aztcar triturado a 40 mesh 17, 20, 25, 30, 35, 40, 45 y
50 gL-1 como fuente de carbono. Los componentes se mezclaron y se distribuyeron
en Erlenmeyer de 100 mL conteniendo 20 mL de medio y se esterilizaron en
autoclave a 121°C y 1 atmosfera durante 15 min.

Para la evaluacion de la actividad enzimatica de un medio control se utiliz6
el medio descripto en la secciéon 7.1.2.2.1.

La inoculacién se llevé a cabo como se describi6 en la secciéon 7.1.3.2. Los
Erlenmeyers fueron incubados por 27 dias 2841 °C en agitacién constante a 100
rpm en presencia de luz. Se tomaron alicuotas de 200 uL cada 72 h para el anélisis

de la actividad xilanolitica.

7.3.4.3 Andlisis estadistico
El anélisis estadistico se realiz6 utilizando el programa GraphPad Prism
version 7.0 para Windows (GraphPad Software, San Diego, CA, USA). Se realiz6
un andlisis de la varianza de un factor (concentracién de bagazo de cafia de aztcar)

a fin de determinar diferencias estadisticamente significativas al 95% de confianza.
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7.3.5 _Optimizacion de la concentracion de fuente de nitrégeno.

7.3.5.1 Cultivo para la optimizacién de las fuentes de nitrégeno

Los hongos fueron activados como se describi6 en la secciéon 7.1.1.2.2 y se
inocularon segun lo detallado en la seccién 7.1.1.3. El ensayo se llev6 a cabo en
Erlenmeyers de 100 mL conteniendo cada uno 20 mL de medio Mandels (seccién
7.1.2.2.1) suplementado con 30 g L de bagazo de cafia de azticar con diferentes
concentraciones fuentes nitrégeno segiin se detalla en la seccién 7.3.5.2. Luego se
esterilizaron en autoclave a 121°C y 1 atmosfera durante 15 min.

Se incubaron a 28 + 1 °C a 100 rpm y en presencia de luz durante 12 dias.
Para la determinacién de las actividades enzimaticas (secciéon 7.1.2.4) se tomaron

alicuotas de 200 pL cada 72 h.

7.3.5.2 Disefio experimental para la optimizacion de las fuentes de
nitrégeno.

La influencia de las tres fuentes de nitrégeno propuestas por Mandels &
Reese (1957) sulfato de amonio, urea y extracto de levadura fue analizadas a cinco
niveles de concentracién cada una (tabla 1 y 2). En la tabla 2 se muestran las
concentraciones de las fuentes de nitrégeno correspondientes a los 19 ensayos, se
muestran los 5 puntos centrales propuestos para el disefio compuesto central 22 con

estrella obtenidos STATGRAPHICS CENTURION 5.0.

Tabla 2. Optimizacion de fuentes de nitrégeno. Matriz que muestra las fuentes de
nitrégeno ensayadas y los 5 niveles de concentracién para su optimizacion.

Nivel
Variable -1,68 -1 0 +1 +1,68
Sulfato de amonio 0224¢glt 07gLt 14glt 21gLl 2576gL1
Urea 0048gL! 015gL? 03gL! 045gL! 0,552gL1

Extracto de levadura 0,04 gL?! 0,125gL1 025¢gL1 0375gL! 046¢gL1

El comportamiento del sistema se explicé por la siguiente ecuacién del modelo

cuadratico: y = By + X Bix; + X ux? i+ Bijxix;
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Donde y es la respuesta predictiva Spes la constante del modelo, fi es el coeficiente

lineal; Bii es el coeficiente cuadratico; fSij es el coeficiente de interaccion.

Tabla 3.0ptimizacion de fuentes de nitrégeno. Disefio compuesto central 22 con 5 puntos
centrales para la optimizacion de las fuentes de nitrégeno, cada una de las concentraciones de
las variables se encuentran codificadas

Ensayo Sulfato Urea Extracto
amonio levadura
1 0 0 0
2 0 0 0
3 0 0 0
4 0 0 0
5 0 0 0
6 -1 -1 -1
7 1 -1 -1
8 -1 1 -1
9 1 1 -1
10 -1 -1 1
11 1 -1 1
12 -1 1 1
13 1 1 1
14  -1,68179 0 0
15 1,68179 0 0
16 0 -1,68179 0
17 0 1,68179 0
18 0 0 -1,68179
19 0 0 1,68179

7.3.6 Analisis econémico.

Para la determinacion del costo total del medio de cultivo para la
produccién de 10000 UI de xilanasas y evaluar la ventaja de utilizar bagazo de cafia
de azticar como fuente alternativa y en reemplazo al xilano, se estimé6 los costos de
los componentes teniendo en cuenta los precios promedio en el mercado, y se

determiné el costo medio ponderado total para cada alternativa.
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7.4 EVALUACION DEL EFECTO DE XILANASA DE T. atroviride LBM 117 EN LA
HIDROLISIS DEL BAGAZO DE CANA DE AZUCAR

7.4.1 Precipitacion enzimatica y clarificacion del sobrenadante.

En primer lugar, se procedié a concentrar las proteinas presentes en el
sobrenadante de T. atroviride LBM 117 obtenido en las condiciones optimizadas.
Para ello el sobrenadante se satur6 hasta un 70 % con sulfato de amonio por 10 min
a 4 °C. Se centrifugé a 8000 rpm 30 min y el pellet fue resuspendido en 8 mL de
buffer acetato de sodio pH 4,8 50 mM. Luego se dializ6 en membrana de didlisis en
agua destilada toda la noche.

Para la precipitacion de los polisacaridos el extracto dializado se clarificé
con una solucién acuosa de Tween 80 al 0,1 % en una relacién 1:2 respecto al
extracto. La cuantificacién de los polisacaridos se llevé a cabo utilizando la técnica

fenol- sulfarico y se utilizé una curva estandar de glucosa (DuBois et al., 1956).

7.4.2 Inmovilizacion.

Con el fin de reutilizar las xilanasas presentes en los sobrenadantes de
cultivo de T. atroviride LBM 117, las enzimas presentes en el sobrenadante
clarificado fueron inmovilizadas. Para ello se ensayaron dos matrices de

atrapamiento y se evaluo el éxito de la inmovilizacion.

7.4.2.1 Técnicas de inmovilizacion.

e  Inclusién en poliacrilamida. La inmovilizacion en gel de
poliacrilamida se llev6 a cabo en una placa de Petri de 60 mm mezclando 3
mL de una solucién de acrilamida y bisacrilamida (30:1) con 4 mL de agua
destilada, 2 mL de Tris-HCI 100 mM pH 7 y 1 mL del extracto (31 U mL1) y
la polimerizacién se llevé a cabo a temperatura ambiente adicionando 100
uL de persulfato de amonio 10 % y 6 pL de N,N,N"N-tetrametildiamida 99
%. Después de la polimerizacion el gel se corté en pequeiios bloques de 5
mm de didmetro. Estas pequefias piezas fueron lavadas dos veces con 2

mL de buffer acetato de sodio 50 mM a pH 4,8 que se recolect6 para
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realizar la determinacion de actividad enzimética segtn la seccion 7.1.2.4.

Finalmente se pes6 50 mg de enzima inmovilizada y se almacen6 a 4 °C en
tubo cénicos de plastico de 1,5 mL para andlisis posteriores (Maalej-
Achouri et al., 2009).

. Atrapamiento en agar- agar. Para ello se prepar6 una soluciéon
polimérica de agar- agar 2, %(p/v) en buffer acetato de sodio 50 mM a pH
4,8 en bafio de agua hirviendo hasta su disolucién, luego se dej6 enfriar a
50°C y se agreg6 el sobrenadante en una relaciéon 1:1. La solucién se dej6
solidificar a temperatura ambiente en placa de Petri de 60 mm. La enzima
contenida en la matriz gelificada fue fraccionada en bloques de 5 mm.
Estas piezas fueron lavadas dos veces con 2 mL de buffer acetato de sodio
50 mM a pH 4,8 para remover la enzima no inmovilizada, luego se
cuantifico la actividad enzimatica de estas fracciones segtin se describi6é en

la secciéon 7.1.2.4.

7.4.2.2 Evaluacion del tiempo de reaccion.

Para la determinacién del efecto del tiempo de reaccién en la actividad
enzimadtica de las xilanasas inmovilizadas y de las xilanasas libre presentes en el
extracto clarificado, se determiné la actividad enzimatica a los 5, 10, 15, 20, 25, 30,
45, 60, 75 y 90 min de incubacién. Para ello a una fraccién compuesta por 50 mg de
la matriz se le adicion6 100 uL de xilano de madera de haya 1% y se incub¢ a 50 °C
durante el periodo de tiempo ensayado, luego se tomaron 50 pL de la reacciéon y se
agreg6 600 pL de DNS segtn la técnica descripta en la secciéon 7.1.2.4. Para la
evaluaciéon del tiempo de reaccién de la enzima nativa se procedié como se

describi6 en la seccién 7.1.2.4 con la modificacién en el tiempo de incubacion.

7.4.2.2.1 Determinacion de la actividad enzimdtica.
Para la determinacion de la actividad enzimatica de las xilanasas

inmovilizadas en los pequefios bloques, a una fracciéon de 50 mg de matriz se le

adicion6 100 pL de xilano de madera de haya 1% y se incub6 a 50°C por 5 min,
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luego se tomaron 50 pL de la reacciéon y agregd 600 nL de DNS segtin la técnica

descripta en la secciéon 7.1.2.4.

7.4.2.3 Evaluacion de la inmovilizacion.
El rendimiento de la inmovilizaciéon fue expresado segin la siguiente

ecuacion:

A—-B

RI% = ———
% A*100

Y el rendimiento de la actividad fue definida con la siguiente expresion:

RA% = ———
=100

Donde A es la actividad enzimatica total usada en la inmovilizacién, B es la
actividad no inmovilizada, A-B es la actividad enzimética tedrica inmovilizada y C
es la actividad enzimatica inmovilizada. La actividad enzimatica total es el nimero
de unidades adicionadas al soporte durante la reaccién de inmovilizaciéon; la
actividad enzimatica no inmovilizada es el nimero de unidades determinadas en
las fracciones recolectadas de los lavados de los bloques y la actividad
inmovilizada es la cantidad de unidades detectadas en el soporte después de la

inmovilizacion y lavados.

7.4.2.4 Evaluacion de la reutilizacion de la enzima inmovilizada.

La reutilizacion de las xilanasas inmovilizadas en términos de eficiencia del
reciclado fue determinada usando 50 mg de matriz conteniendo las xilanasas
inmovilizadas. Para ello, se determiné la actividad enzimética como se describe en
la seccion 7.1.2.4 por sextuplicado, con un lavado con buffer entre cada ciclo y la

incorporacién de nuevo sustrato para iniciar el siguiente ciclo.
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7.4.2.5 Evaluacion de las caracteristicas bioquimicas de la enzima
libre y la inmovilizada en agar-agar.

Para evaluacion de las caracteristicas bioquimicas de la enzima nativa se
tomaron alicuotas del sobrenadante clarificado como se describié en la seccién
74221 y para las de la enzima inmovilizada se pes6 50 mg de la enzima

inmovilizada en agar- agar en un tubo cénico de plastico de 1,5 mL.

7.4.2.5.1 pH déptimo
Para la evaluaciéon de la influencia del pH en la actividad enzimatica, la

enzima se incub6 con xilano de madera de haya 1 % en diferentes buffer de pH de
3al0.

La actividad enzimatica para la xilanasas nativas se determiné como se
describi6 en la secciéon 7.1.2.4 y para la enzima inmovilizada se determiné como se
describi6 en la secciéon 7.4.2.2.1 y los valores fueron expresados en porcentajes,
donde el 100% representé el nivel de actividad enziméatica mas alto detectado. Para
pH 3 se utiliz6 el buffer citrato 0,1M, para pH 4, pH 4,8 y pH 5 buffer acetato de
sodio 0,05M, para pH 6, pH 7 y pH 8 buffer fosfato de sodio 0,1M y para pH 9y
pH 10 se utiliz6 buffer tris-glicina 0,1M.

7.4.2.5.2 Temperatura éptima
Para determinar la temperatura 6éptima de actividad xilanolitica, se modific6

el protocolo de determinacién de la actividad enzimatica. Para ello, se incub¢ la
enzima con xilano de madera de haya 1 % (p/v) a diferentes temperaturas en un
rango de 4 a 70°C manteniendo constante el pH 6ptimo.

La actividad enzimatica para la nativa se determiné como se describi6 en la
seccién 7.1.2.4 y para la enzima inmovilizada se determiné como se describi6 en la
seccién 7.4.2.2.1 y los niveles de actividad fueron expresados en porcentajes, donde
el 100% represent6 el nivel de actividad enzimatica detectado.

Las temperaturas evaluadas fueron 4, 10, 30, 40, 45, 55, 60 y 70°C.
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7.4.2.5.3 Termoestabilidad.
Para evaluar la estabilidad de la actividad enzimatica a lo largo del tiempo a

diferentes temperaturas las muestras fueron pre-incubado sin el sustrato a 30°C,
50°C y 70°C durante diferentes intervalos de tiempo. Los resultados se expresaron
en porcentajes estableciendo como 100 % el maximo nivel de actividad detectado.
Los extractos fueron incubados hasta 3 h, tomando alicuotas cada 15 min y
la actividad enzimatica para la nativa se determiné como se describi6 en la secciéon
7.1.2.4 y para la enzima inmovilizada se determiné como se describi6 en la seccion
74.221 y los niveles de actividad enzimatica fueron expresados en porcentajes,

donde el 100% correspondié al maximo nivel de actividad enzimética detectado.

7.4.2.5.4 Efecto de aditivos
Para la evaluacion del efecto de aditivos sobre la actividad xilanolitica, se

adicionaron a la reaccion estdndar varios metales y otros reactivos (CaClz, ZnCl,
CoCly, FeCly, CuSO4, MgSO4, MnSOs, Urea, EDTA y SDS) a 10 mM. La actividad
xilanolitica fue expresada en porcentaje de actividad respecto a la actividad
observada en la muestra control a la cual se le adicion6 buffer acetato de sodio 50

mM pH 4,8.

7.4.2.5.5 Pardmetros cinéticos
Se calcul6 la constante de Michaelis- Menten (Km) y la velocidad maxima

(Vimix) para la enzima nativa y la inmovilizada, usando el gréafico de Lineweaver-
Burk. Para ello se utilizé el xilano de madera de haya como sustrato en

concentraciones desde 0,05 mM a 2,5 mM.

7.4.2.6 Estudio de la microestructura de la matriz y la xilanasa
inmovilizada.

Con el fin de evaluar los cambios ocasionados en la superficie de la matriz
utilizada para la inmovilizacién de la xilanasas presentes en los sobrenadantes de
cultivo, se llevaron a cabo observaciones en microscopio electrénico de barrido,
para ello se fijaron las muestras en FAA (Formaldehido-Alcohol-Acido acético,

10:50:5). Finalmente, después del secado a Punto Critico con COz y el metalizado
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con oro, la superficie fue observada con un microscopio electrénico de barrido

(JEOL 5800LV).

7.5 _EVALUACION DE LAS XILANASAS PRODUCIDAS EN EL PRETRATAMIENTO
DEL BAGAZO DE CANA DE AZUCAR PARA SU UTILIZACION EN LA
HIDROLISIS

Para el trabajo experimental de la evaluacién del pretratamiento de bagazo
de cafia de azdcar, este fue molido en molino y tamizado con una malla de 40 mesh

y se seleccion6 la menor fraccion (retenida en malla) llamada harina de bagazo de

cafia de aztcar (bagazo de cafia de aztcar).

7.5.1 Pretratamiento quimico

Con el objetivo de evaluar el potencial hidrolitico de las xilanasas
inmovilizadas y compararlo con el potencial de la xilanasa nativa primeramente se
pretrataron 4 g de bagazo de cafia de aztcar con 80 mL de NaOH 3% en una
relacién 1:20 (p/v) en autoclave a 121 °C por 50 min. Luego el material fue filtrado
y la fraccién solida se lavé con agua corriente hasta neutralizar el pH. Se secé en

estufa a 40 °C por 48 h.

7.5.2 _Pretratamiento enzimatico con xilanasas provenientes del T.
atroviride LBM 117,

Para hidrolizar el bagazo de cafia de aztcar con endoxilanasa se llevaron a
cabo 3 ensayos. En el ensayo 1, a1 g de bagazo de cafia de aztcar pretratado con
NaOH 3% se le incorporé las xilanasas inmovilizadas en bloques de 60 x 0,2 mm
con una carga enzimatica de 300 Ug! de biomasa en Erlenmeyers de 100 mL. La
consistencia (peso seco/volumen) del material fue del 5 % en buffer acetato de
sodio 50 mM a pH 4,8. Para el ensayo 2, a 1g de bagazo pretratado con NaOH 3%
se le agregd enzimas inmovilizada en bloques de 5 x 0,2 mm con una carga
enzimatica de 300 Ug! de biomasa en Erlenmeyers de 100 mL. La consistencia
(peso seco/volumen, %) del material fue del 5 % en buffer acetato de sodio 50 mM

apH4,8.Y para el ensayo 3, a1l g de bagazo pretratado se le incorporaron 300 Ug-!
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de biomasa, tomadas del sobrenadante clarificado, llegando a una consistencia del

5 % con el agregado de buffer acetato de sodio 50 mM a pH 4,8. Como control
positivo se realiz6 el pretratamiento con xilanasas comerciales de T. longibrachiatum
X2629 (Sigma Aldrich)

Todos los ensayos se llevaron a cabo por triplicado a 50 °C durante 24 h a
200 rpm. Para la evaluacion de la eficiencia se tomaron muestras cada 3 h y se

cuantificé azticares por la técnica del DNS.

7.5.3 _Hidrolisis del material pretratado.

Para completar el ensayo de aplicacién de las endoxilanasas secretadas por
T. atroviride LBM 117 se evalu6 el rendimiento del material pretratado en la etapa
de sacarificacién. Para ello el material pretratado en los 3 ensayos descriptos en la
seccién anterior, fue filtrado y las fracciones sélidas fueros sometidas a hidrolisis
con celulasas comerciales, para ello se incorpor6 20 FPUg! de biomasa y 10 Ug! de
biomasa de P-glucosidasa de Celluclast 1.5 L® y Novozyme 188® y se tomaron
muestras a las 24, 48 y 72 h y se determinaron los niveles de aztcares reductores
liberados. El porcentaje de conversiéon de holocelulosa se calcul6 utilizando la

siguiente férmula (Selig et al., 2008):

azucares reductores liberados (%)*0,9

Conversiéon de holocelulosa (%) = ( —— —5-)*100
holocelulosa en el material lignocelulésico (Z)

La informacién recolectada en cada intervalo de tiempo, se utiliz6 para construir
las curvas de progreso en la bioconversiéon de los materiales lignocelulésicos

ensayados.

7.5.3.1 Estudio de la microestructura del bagazo de caiia de aziicar
pretratado utilizando microscopia electronica de barrido

Con el fin de evaluar los cambios producidos después del pretratamiento, se
llevaron a cabo observaciones en microscopio electrénico de barrido, para ello se

fijaron las muestras en FAA (Formaldehido-Alcohol-Acido acético, 10:50:5).
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Finalmente, después del secado a Punto Critico con CO; y el metalizado con oro, la

superficie fue observada con un microscopio electrénico de barrido (JEOL 5800LV).
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Resultados

8 RESULTADOS

8.1 EVALUACION DE LA HABILIDAD XILANOLITICA DE CEPAS DE
TRICHODERMA NATIVAS DE LA PROVINCIA DE MISIONES.

8.1.1 Seleccion cualitativa

Como primer paso para la caracterizacion de la habilidad xilanolitica de las
20 cepas de Trichoderma utilizadas en este trabajo se realizaron ensayos cualitativos
en placas conteniendo medio Mandels suplementado con xilano como sustrato. La
presencia de un halo de degradacién permitié la identificaciéon de la actividad
xilanolitica en 11 de las 20 cepas analizadas. Estas fueron Trichoderma sp. LBM 192,
T. atroviride LBM 112, T. atroviride LBM 117, T. stilbohypoxyli LBM 120, T. harzianum
LBM 122, Trichoderma sp. LBM 193, T. brevicompactum LBM 095, T. harzianum LBM
100, T. pleuroticola LBM 093, T. harzianum LBM 094 y T. harzianum LBM 103 (figura
4).
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Figura 4. Seleccion cualitativa. Evaluacion de la actividad xilanolitica de las cepas de
Trichoderma sp. en medio s6lido (PDA) con 0,1% (p/v) de xilano de madera de haya como
sustrato. Las placas con cada una de las cepas crecidas hasta que cubrieron el 90% de las
mismas (izquierda) fueron tefiidas con rojo Congo (derecha) para detectar la secrecion de
xilanasa. La presencia de decoloracion fue interpretada como resultado positivo para la
secrecion de xilanasas.

8.1.2 Seleccion cuantitativa

Con el fin de aportar una herramienta cuantitativa para la selecciéon de las
cepas de Trichoderma sp. con mayor habilidad xilanolitica se realizaron ensayos en
medio liquido con las 11 cepas que mostraron actividad xilanolitica positiva en el
ensayo cualitativo. Paras ello, en primer lugar, se realiz6 un andlisis exploratorio,
donde se analiz6 la influencia de los factores: cepa y tiempo (dias de incubacién)
sobre la actividad xilanolitica (figura 5). Para comparar la actividad enzimatica
detectada en diferentes dias para cada cepa se realizé6 un gréfico de estrellas
(figura 5A) donde cada radio representé un dia de incubacién analizado. La
magnitud del radio fue determinada por el valor de la actividad enzimatica y

permitié una comparacién dia a dia entre cepas. A partir de este andlisis, se pudo
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observar tres patrones distintos, uno conformado por T. atroviride LBM 112, donde
todos los radios de la estrella fueron menores en comparacion a las otras cepas
debido a su baja actividad enzimaética durante los dias ensayados. Otro patrén lo
conformaron las cepas T. brevicompactum LBM 095, T. harzianum LBM 103, T.
atroviride LBM 117, Trichoderma sp. LBM 192 y Trichoderma sp. LBM 193, cuyos
valores de actividad enzimdtica fueron similares durante los dias de cultivo
ensayados y el tercer grupo estuvo constituido por las cepas T. harzianum LBM 094,
T. harzianum LBM 100, T. stilbohypoxyli LBM 120 y T. harzianum LBM 122. En este
ultimo patron se observé que los niveles de actividad enzimética durante los
primeros dias de cultivo fueron similares al patréon mencionado anteriormente,
pero decayeron drasticamente los tltimos dias de incubacién. Esta distribucion de
las cepas en tres patrones se visualizé claramente en el grafico de conglomerados
del andlisis multivariado (figura 5B), donde las cepas con el mismo patrén se
agruparon en un uUnico conglomerado con un coeficiente cofenético de 0,907,
asumiendo de esta manera que el agrupamiento no fue aleatorio.

Para la determinacién del dia de mayor actividad enzimatica para cada cepa
se realiz6 un gréfico de barras apiladas, analizando los porcentajes de contribucion
donde los mayores porcentajes para cada cepa se correspondieron a los dias de

mayor actividad enzimatica (figura 5C).
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Figura 5. Seleccién cuantitativa de la actividad xilanolitica. Analisis exploratorio de 11
cepas de Tichoderma sp. teniendo en cuenta la variable tiempo de incubacién. A) Grafico de
estrella. B) Andlisis multivariado y grafico de conglomerados y C) barras apiladas, cada barra
representa una cepa y los porcentajes de la contribucién para cada dia (2, 4, 6. 9. 12. 15. 18.
21. 27y 30 de cultivo desde la parte inferior de la barra) de actividad xilanolitica.
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Del analisis de la varianza de la seleccién cuantitativa de la actividad xilanolitica
en medio de cultivo liquido suplementado con xilano de madera de haya (figura
6), se obtuvo que las cepas que presentaron los maximos niveles de actividad
fueron T. harzianum LBM 094 T. harzianum LBM 103, T. atroviride LBM 117
Trichoderma sp. LBM 192, Trichoderma sp. LBM 193 (con niveles de entre 18,1 6 +
0,77 U mL1y 27,245 + 0,47 U mL™1) entre los dias 21 y 27 de cultivo. Por otro lado
los maximos niveles de actividad detectados para las cepas: T. pleuroticola LBM 093
(11,619 = 0,917 U mL?), T. brevicompactum LBM 095 (8,381 + 1,128 U mL1), T.
stilbohypoxyli LBM 120 (9,760 £ 0,220 U mL1), T. harzianum LBM 122 (11,912 + 0,804
U mL?), T. harzianum LBM 100 (6,840 £ 0,063 U mL-1) y T. atroviride LBM 112 (7,129

+ 1,229 U mL1), fueron significativamente menores.
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Figura 6. Seleccion cuantitativa de la actividad xilanolitica. ANOVA. Comparaciéon de la
maxima actividad registrada para cada una de las 11 cepas de Trichoderma sp. nativas de la
provincia de Misiones.

8.1.3 Evaluacion de la actividad xilanolitica en medio conteniendo

bagazo de caiia de azicar como fuente de carbono.

La produccién de las xilanasas es uno de los cuellos de botella para la
utilizacion de las enzimas a escala industrial. Producir enzimas eficientes a bajo

costo mejoraria la competitividad para su uso y comercializaciéon. Por lo tanto,
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utilizar residuos de agroindustria local se transforma en wuna alternativa
promisoria.

Con el fin de mejorar la actividad xilanolitica, para el desarrollo de esta
seccién se trabajé con bagazo de cafia de aztcar un residuo local de facil
adquisicién en la provincia de Misiones y se evaluaron los niveles de actividad
enzimatica detectados en ensayos con y sin luz. De esta manera se buscé disminuir
los costos de produccion de la enzima sustituyendo al xilano, reconocido inductor
de las xilanasas pero de dificil acceso por su elevado costo.

Para ello se seleccionaron 5 cepas T. harzianum LBM 094 T. harzianum LBM
103, T. atroviride LBM 117 Trichoderma sp. LBM 192, Trichoderma sp. LBM 193 por
presentar los mayores niveles de actividad xilanolitica.

En la figura 7 se observan los resultados de la actividad xilanolitica para
diferentes concentraciones de bagazo de cafia de aztcar comparadas con los
niveles de actividad obtenidos cuando el medio fue suplementado con xilano como
fuente de carbono y teniendo en cuenta el efecto de la luz sobre los niveles de
actividad xilanolitica.

Cuando T. harzianum LBM 094 fue crecido en presencia de luz (figura 7 A),
los niveles maximos de actividad enzimatica fueron registrados en los ensayos
suplementados con 10 y 15 g L-! de bagazo de cafia de aztcar (p>0,05) a los 15 dias
de cultivo (22,016 + 0,55 U mL1), estos niveles fueron significativamente mayores a
los registrados en el ensayo control (17,384 +£1,76 U mL-).

De manera similar, cuando la cepa T. harzianum LBM 094 fue desarrollada
en ausencia de luz (figura 7 B) los niveles maximos de actividad enzimatica se
registraron en todos los ensayos suplementados con bagazo de cafia de aztcar
(p>0,05) a los 18 dias de cultivo (con niveles de entre 13,412 + 0,16 U mL-! y 17,445
+ 3,74 U mL) y sin diferencias significativas entre ellos (p>0,05). Sin embargo, sélo
el ensayo con 15 g L1 bagazo de cafia de aztcar mostré diferencias con respecto al

control con xilano (10,307 £ 0,13 U mL-1; p<0,05).
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Cuando la cepa T. harzianum LBM 103 fue desarrollada en presencia de luz
(figura 7 C), la maxima actividad enzimaética se registr6 en el ensayo suplementado
con 15 g L1 bagazo de cafia de aztcar (24,048 + 0, 98 U mL-!) a los 15 dias de
cultivo, duplicando la actividad registrada en el ensayo control (13,548 U mL-! +
1,48; p<0,05).

Cuando la cepa T. harzianum LBM 103 fue desarrollada en ausencia de luz
(figura 7 D), los mayores niveles de actividad enzimaética se registraron a los 18
dias de cultivo, en todos los ensayos suplementados con bagazo de cafia de aztcar
(20,465 £ 1,4 U mL1) (p>0,05). Sin embargo, sélo el ensayo con 15 g L-1 de bagazo
de cafia de aztucar (22,031 + 1,58 U mL-1) mostré diferencias con respecto al control
(17,283 U mL1 + 1,44; p<0,05), mejorando 1,2 veces la actividad xilanolitica.

En presencia de luz, para T. atroviride LBM 117 (figura 7 E) los valores de
maxima actividad enzimética se registraron en los ensayos suplementados con 10,
15 g L1 y control (con niveles de entre 22,065 + 4,16 U mL-1y 28,908 + 1,93 U mL™1)
entre los dias 9 y 18 de cultivo.

Cuando T. atroviride LBM 117 se desarroll6 en ausencia de luz (figura 7 F), la
maxima actividad enzimatica se produjo en los ensayos suplementados con 10 y 15
g L1 de bagazo de cafia de azacar (26,314 + 1,41 U mL1y 24,901! + 3,41 U mL-
respectivamente) y control con xilano en el dia 24 de cultivo (23,151 + 5,65 U mL1),
(p<0,05). En el ensayo con 5 g L'l de bagazo de cafia de azucar los valores de
actividad fueron los mas bajos respecto a los demads, con un maximo de actividad
enzimatica de 11,742 + 4,59 U mL- entre los 24 y 27 dias de cultivo (p>0,05)-

En el andlisis de Trichoderma sp. LBM 192 desarrollado en presencia de luz
(figura 7 G) los niveles maximos de actividad enzimatica se registraron en los
ensayos suplementados con 10 y 15 g L1 de bagazo de cafia de aztcar y control a
los 9 dias de cultivos (p>0,05) (16,441 £ 0,883 U mL1).

Cuando Trichoderma sp. LBM 192 se desarroll6 en ausencia de luz (figura 7
H), el ensayo que mostré la mayor actividad enzimatica fue el control, con un

maximo de 20,064 + 0,81 U mL1 (p<0,05) a los 18 dias de cultivo, duplicando a la
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maxima actividad obtenida en los ensayos suplementados con bagazo de cafa de
azucar.

El crecimiento de Trichoderma sp. LBM 193 en presencia de luz (figura 7 I)
revel6 que el maximo nivel de actividad enzimética se detecté en los ensayos con
10y 15 g L-! de bagazo de cafa de azdcar y control a los 15 dias de cultivo (23,945 +
2,73 U mL1).

Cuando Trichoderma sp. LBM 193 se desarroll6 en ausencia de luz (figura 7
J), la maxima actividad enzimatica se registr6 para los ensayos con 15 g L-1 de
bagazo de cafia de aztcar y el control. Los niveles fueron de 21,999 + 2,18 U mL-1al
dia 18 de cultivo y 19,234 U mL1 £ 3,97 entre los dias 18 y 21 respectivamente
(p>0,05).

Del analisis de la maxima actividad registrada para cada cepa en el ensayo
con luz, las cepas T. atroviride LBM 117, Trichoderma sp. LBM 192 y Trichoderma sp.
LBM 193, mostraron sus niveles maximos de actividad en los medios conteniendo
10y 15 g L1 de bagazo de cafia de aztcar y los controles (p>0,05), mientras que las
cepas T. harzianum LBM 103 y T. harzianum LBM 094 registraron su maxima
actividad xilanolitica en los ensayos suplementados con 15 g L1 de bagazo de cafia
de azucar los cuales fueron significativamente superior respecto al control (p<0,05)
(figura 8 A).

En este sentido, del andlisis de las cepas desarrolladas en ausencia de luz, T.
atroviride LBM 117 mostré niveles de méxima actividad enzimatica tanto en medios
suplementados con bagazo de cafia de azacar (10 y 15 g L-1) como en el control.
Trichoderma sp. LBM 193 mostré su maxima actividad xilanolitica en los medios
con 15 g L1 de bagazo de cafia de aztcar y control (p>0,05). Para T. harzianum LBM
103 y T. harzianum LBM 094, se observé la maxima actividad enzimatica en los
ensayos suplementados con bagazo de cafia de azacar (p<0,05) (figura 8b).
Distinto fue el comportamiento de Trichoderma sp. LBM 192, ya que esta cepa

mostré su nivel mas alto de actividad enzimatica en el ensayo control (p<0,05).
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Figura 7. Evaluacion de la actividad xilanolitica en medios suplementados con bagazo
de caia de azucar. Actividad xilanolitica de 5 cepas de Trichoderma nativas en medios de
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cultivos suplementados con 3 concentraciones diferentes de bagazo de cafia de aztcar: 5
gL1(m), 10 g L1(A), 15 gLt (#)y control (¢) durante 30 dias en presencia y en ausencia de
luz.
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Figura 8. Maxima actividad xilanolitica registrada en cada ensayo para las 5 cepas de
Trichoderma analizadas. Comparacién de los valores de maxima actividad xilanolitica
registrada para cada cepa en los ensayos llevados a cabo en(a) presencia de luz para la cepa
LBM 192 9 dias para LBM 193 15 dias, para la cepa LBM 117 9 dias, para la LBM 094 15 dias y
para la cepa LBM 103 15 dias de cultivo mientras que para los ensayos en (b).ausencia de luz
las maximas actividades se registraron a los 18, 18, 24, 18 y 18 dias de cultivo para las
mismas cepas.

8.1.3.1 Caracterizacion bioquimica de la actividad xilanolitica
presente en el sobrenadante de cultivo.

Para la caracterizaciéon bioquimica de la actividad xilanolitica presente en los
sobrenadantes se seleccionaron aquellos que mostraron los maximos niveles de

actividad para cada ensayo.

8.1.3.1.1 Determinacién del perfil isoenzimdtico
En esta etapa se evaluaron los perfiles isoenzimético de xilanasas presentes

en los sobrenadantes utilizando xilano de madera de haya como sustrato y se
revel6 con rojo Congo.

Para los sobrenadantes seleccionados del experimento desarrollado en
presencia de luz, se observaron dos grupos de perfiles isoenzimaticos. Para las

cepas T. atroviride LBM 117 y para Trichoderma sp. LBM 193 se detectaron dos
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isoenzimas identificadas por la visualizacion de una zona mads clara en el gel
resultado de actividad xilanolitica (figura 9 A carriles 4 y 5) y en el sobrenadante
de Trichoderma sp. LBM 192, T. harzianum LBM 094 y T. harzianum LBM 103 se
detecté una enzima con actividad xilanolitica la cual mostr6 mayor movilidad
(figura 9 A carriles 1, 2 y 3)

Con respecto a los sobrenadantes pertenecientes a las cepas desarrolladas en
ausencia de luz se registré una enzima con actividad xilanolitica para T. harzianum
LBM 103, Trichoderma sp. LBM 192 y Trichoderma sp. LBM 193 (figura 9 B carriles
1,2 y 4), mientras que para T. harzianum LBM 094 y T. atroviride LBM 117 (figura 9

B carriles 3 y 5) mostraron dos isoenzimas con la misma movilidad.

( )
A B

e

- J

Figura 9. Perfiles isoenzimaticos. Zimograma con xilano 1%, teflido con rojo Congo.
Sobrenadantes de mayor actividad para cada cepa segun figura 8 para el (a) ensayo con luz y
(b) ensayo sin luz 1. T. harzianum LBM 103 2. Trichoderma sp. LBM 192; 3. T. harzianum LBM
094 4. Trichoderma sp. LBM 193 y 5. T. atroviridae LBM 117.

8.1.3.1.2 Cuantificacion de proteinas totales
Cuando se midi6 la concentracion de proteinas totales presentes en el medio

y su respectiva actividad especifica en los sobrenadantes pertenecientes a los
ensayos llevado a cabo en presencia de luz (tabla 4), se observé que las cepas T.
atroviride  LBM 117 'y T. harzianum LBM 094 presentaron las mayores
concentraciones (p<0,05) representadas por 1,876 mg mL'l y 1,680 mg mL!
respectivamente, mientras que Trichoderma sp. LBM 192 mostr6 la menor

concentracion proteica de todas las cepas evaluadas con 1,274 mg mL-! (p<0,05). La
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mayor actividad especifica se observo en T. harzianum LBM 103 seguido por las
cepas Trichoderma sp. LBM 193 y T. atroviride LBM 117.

Cuando la evaluacion de la concentraciéon de proteinas y actividad
especifica se llevé a cabo utilizando los sobrenadantes obtenidos de los ensayos
desarrollado en ausencia de luz, se observé la mayor concentracién de proteinas en
los sobrenadantes pertenecientes a la cepa T. harzianum LBM 192 representado por
2,745 mg mL-, seguido por T. harzianum LBM 094 con 2,358 mg mL-1. La menor
concentracién proteica se observé en Trichoderma sp. LBM 193 con 1,263 mg mL-.
Cuando se analiz6 la actividad especifica, se registr6 los mayores niveles en los
sobrenadantes pertenecientes a las cepas T. atroviride LBM 117 y Trichoderma sp.
LBM 193.

Estos resultados mostraron a T. atroviride LBM 117 y Trichoderma sp. LBM
193 como las cepas con mayor rendimiento xilanolitico definido por su actividad

especifica.

Tabla 4. Actividad especifica. Determinacion de la actividad especifica de los extractos con
mayor actividad enzimatica desarrollados en presencia y en ausencia de luz.

Ensayo Cepa Proteina Actividad enzimatica  Actividad especifica
(ing mL-) (U mL) (U mg)
LBM 094 1,680+0,08 22,016 13,099
LBM 103 1,288+0,09 24,048 18,663
CON LUZ LBM 117 1,876+0,21 28,908 15,403
LBM 192 1,274+0,14 17,417 13,665
LBM 193 1,568+0,12 27,819 17,734
LBM 094 2,358+0,09 17,445 7,396
LBM 103 1,703+0,11 22,031 12,935
SIN LUZ LBM 117 1,484+0,14 26,314 17,724
LBM 192 2,745+0,10 20,064 7,309
LBM 193 1,263+0,12 21,999 17,413

8.1.3.1.3 pH éptimo
Para la determinacién del pH 6ptimo de la actividad enzimatica presente en

el sobrenadante, se seleccionaron los sobrenadantes que exhibieron los maximos
niveles de actividad xilanolitica en los ensayos en presencia y ausencia de luz para

cada cepa como se detall6 en la seccion 7.1.3.4.
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Respecto al ensayo llevado a cabo en presencia de luz para T. harzianum

LBM 103, Trichoderma sp. LBM 192 y Trichoderma sp. LBM 193, se registr6 la mayor

actividad enzimatica a pH 4,8 y 5 (p>0,05). Para T. harzianum LBM 094 y T.

atroviride LBM 117, la méaxima actividad fue observada a pH 4,8 (p<0,05) (figura 10

A).

Del andlisis de la actividad enzimatica en los sobrenadantes obtenidos a

partir de los ensayos llevados a cabo en ausencia de luz (figura 10 B), se observé

que para T. harzianum LBM 094, T. harzianum LBM 103, Trichoderma sp. LBM 192 y

Trichoderma sp. LBM 193 la méaxima actividad enzimatica fue a pH 4,8 y 5 (p>0,05).
Para T. atroviride LBM 117 el pH 6ptimo fue de 4,8 (p<0,05).
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Figura 10 Efecto del pH sobre la actividad xilanolitica. Cada curva representa a

una cepa, el 100% indica el pH en cual la actividad enzimatica fue maxima.
Maxima actividad registrada en a expresada en U mL-1; LBM 094= 22,796 + 0,996 LBM 103= 25,483 +
2,386 LBM 117=27,841 + 1,645 LBM 192=14,794 + 2,129 LBM 193= 23,320 + 1,830 sobrenadantes en 5
cepas de Trichoderma sp.. E1 100% de la actividad se definié
Maxima actividad registrada en b expresada en U mL-; LBM 094= 21,025 + 0,529 LBM 103= 21,366 *
0,483 LBM 117= 28,696 + 0,868 LBM 192= 22,942 + 0,069 LBM 193= 22,618 + 0,850

8.1.3.1.4 Temperatura éptima

Una vez determinado el pH o6ptimo de las xilanasas presentes en los

sobrenadantes de cada cepa, se lo mantuvo constante para la determinacion de la




Resultados

temperatura 6ptima. Y se determiné la actividad enzimatica como se indica en la
seccion 7.1.2.4.

Al evaluar los sobrenadantes pertenecientes a las cepas desarrolladas en
presencia de luz (figura 11 A), se observé a 50°C la mayor actividad enzimética en
T. harzianum LBM 094, T. atroviride LBM 117 y Trichoderma sp. LBM 193 (p<0,05).
Para T. harzianum LBM 103 y Trichoderma sp. LBM 192 se observé la mayor
actividad entre 45°C y 50°C (p>0,05).

De la evaluacion de la actividad enzimatica de los sobrenadantes obtenidos
de las cepas correspondientes a los ensayo llevados a cabo sin luz (figura 11 B), se
registr6 en T. harzianum LBM 094 y T. harzianum LBM 103, la temperatura maxima
de actividad entre 45 y 50°C (p>0,05). Para T. atroviride LBM 117 y para Trichoderma
sp. LBM 193 la temperatura 6ptima de actividad enzimatica se registr6 a los 50°C
(p<0,05) y en Trichoderma sp. LBM 192 se observé la mayor actividad enzimatica

entre 40°C y 50°C (p>0,05).
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Figura 11. Temperatura 6ptima. Efecto de la temperatura sobre la actividad xilanolitica en
5 cepas de Trichoderma. Cada curva representa a una cepa, el 100% indica la temperatura a la
cual la actividad enzimatica fue maxima.

Méxima actividad registrada en a y expresada en U mL-1; LBM 094= 22,0146 + 0,554, LBM 103= 19,7726 +
2,206, LBM 117= 28,9080 + 1,931, LBM 192= 16,2359 + 3,583, LBM 193= 27,8190 + 4,390

Méxima actividad registrada en b y expresada en U mL-1; LBM 094= 17,4459 + 3,749, LBM 103= 22,0317 +
1,587,LBM 117= 25,3131 + 0,005, LBM 192= 20,6417 + 0,817, LBM 193= 21,9991 + 2,185




8.1.3.1.5 Termoestabilidad

La estabilidad de la actividad enzimética de los sobrenadantes seleccionados
para cada cepa se evalué a 30, 50 y 70 °C a diferentes intervalos de tiempos hasta
las 72 h, a pH 4,8.

Al evaluar la estabilidad a 30°C en los sobrenadantes enzimaticos obtenidos
de los ensayos desarrollados en presencia de luz para Trichoderma sp. LBM 192 y
Trichoderma sp. LBM 193 se registré que la actividad fue superior al 50 % hasta las
12 h. Para T. harzianum LBM 094, T. harzianum LBM 103 y T. atroviride LBM 117 la
actividad se mantuvo por encima del 50% hasta las 24 h de incubacién (figura 12
A).

La termoestabilidad a 30°C de la actividad xilanolitica para los
sobrenadantes obtenidos de los ensayos llevados a cabo en ausencia de luz de T.
harzianum LBM 103 y Trichoderma sp. LBM 193 se mantuvo en el 50% hasta las 12 h
de incubacién. En T. harzianum LBM 094, Trichoderma sp. LBM 192 y T. atroviride
LBM 117 se registr6 que la actividad enzimatica remanente se mantuvo en niveles
cercanos al 50% hasta las 24, 48 y 72 h de incubacién respectivamente (figura 12 B)

Del analisis de la estabilidad a 50°C de la actividad enzimatica en los
sobrenadantes obtenidos del ensayo llevado a cabo en presencia de luz para T.
harzianum LBM 094, T. harzianum LBM 103, Trichoderma sp. LBM 192 y Trichoderma
sp. LBM 193 se registré que la actividad enzimatica remanente fue de 30% después
de los 30 min de incubacién, mientras que T. atroviride LBM 117 mantuvo este
porcentaje de actividad enzimética después de las 5 h de incubacién (figura 12 C).

A 50°C la estabilidad enzimatica en los sobrenadantes obtenidos de los
ensayos desarrollados en ausencia de luz, después de los 30 min de incubacién,
para la cepa T. harzianum LBM 103 la actividad se mantuvo en el orden del 20%,
para T. harzianum LBM 094 y Trichoderma sp. LBM 193 se mantuvo en niveles
cercanos al 30%. La actividad enzimatica residual para T. atroviride LBM 117

mantuvo niveles cercanos al 30% hasta las 12 h de incubacién. Con respecto a la
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cepa Trichoderma sp. LBM 192 la actividad enzimatica residual se mantuvo por
encima del 50% hasta a las 12 h (figura 12 D).
A 70°C la estabilidad enzimatica se mantuvo en niveles cercanos al 30 %

Unicamente por 2 min de incubacion.
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Figura 12. Termoestabilidad. Estabilidad enzimatica de xilanasas presente en
sobrenadante de 5 cepas de Trichoderma obtenido en presencia y ausencia de luz a 30°C y
50°C.

8.1.3.1.6 Estabilidad en funcién de pH
La estabilidad de la actividad enzimatica de los sobrenadantes seleccionados

para cada cepa se evalu6 a pH 3; 4,8; 7 y 10 a diferentes intervalos de tiempos hasta
las 72 h a 30°C.
A pH 3 la actividad enzimaética en los sobrenadantes para los ensayos con y

sin luz, mostraron comportamientos similares. Las cepas T. harzianum LBM 094, T.
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atroviride LBM 117, Trichoderma sp. LBM 192 y Trichoderma sp. LBM 193 mostraron
niveles cercanos al 30% de actividad enzimatica residual después de las 72 h de
incubacién, mientras que para la cepa T. harzianum LBM 103 la actividad
enzimdtica se mantuvo en niveles cercanos al 15 % hasta las 72 h de incubacién
(figura13 Ay B).

Del anélisis de la estabilidad enzimatica a pH 4,8 en presencia de luz las
cepas T. harzianum LBM 094, T. harzianum LBM 103, y Trichoderma sp. LBM 192
mantuvieron niveles de actividad superiores al 60% hasta los 72 h. Las cepas T.
atroviride LBM 117 y Trichoderma sp. LBM 193 registraron niveles de actividad
enzimadtica residual superiores al 80% (figura 13 C).

La estabilidad enzimética a pH 4,8, en ausencia de luz para las cepas T.
harzianum LBM 094, Trichoderma sp. LBM 192 y Trichoderma sp. LBM 193 se
mantuvo en niveles superiores al 80%. Las cepas T. harzianum LBM 103 y T.
atroviride LBM 117 mantuvieron niveles en el orden del 60% de actividad
enzimdtica remanente hasta las 72 h (figura 13 D).

A pH 7 para ambos ensayos (con y sin luz) la cepa T. harzianum LBM 103
mantuvo entre el 30 y 40% de la actividad enzimatica. Para las cepas T. harzianum
LBM 094 y Trichoderma sp. LBM 192 la actividad enzimatica residual se mantuvo
en niveles de entre el 40 y 50 % y para las cepas T. atroviride LBM 117 y Trichoderma
sp. LBM 193, se mantuvo entre el 50 y 60% de la actividad enzimatica inicial
(figura13 Ey F).

Del analisis de la estabilidad de la actividad enzimatica a pH 10 de los
sobrenadantes obtenidos de los ensayos desarrollados en presencia y ausencia de
luz, se observé que en las cepas T. harzianum LBM 094, T. harzianum LBM 103
Trichoderma sp. LBM 192 y Trichoderma sp. LBM 193 se mantuvo entre el 40 y 50%
de la actividad enzimatica inicial después de 1 h de incubacién y para T. atroviride
LBM 117 se mantuvo en el orden del al 50% después de las 12 h de incubacién

(figura G y H).
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Figura 13. Estabilidad en funcién del pH de la actividad xilanolitica. Evaluacién de la
estabilidad de la actividad enzimatica de xilanasas presentes en sobrenadante de 5 cepas de

Trichoderma obtenido en presencia y ausencia de luz a diferentes pH (pH 3, pH 4,8, pH 7 y pH

10).
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8.1.4 Caracterizacion del potencial xilanolitico de T. atroviride LBM 117

Del analisis realizado en las secciones anteriores resulté que T. atroviride
LBM 117 se present6 como la cepa con mayor potencial biotecnolégico, ya que su
actividad xilanolitica fue alta y ésta se mostr6 como la més estable a 30°C por lo

que fue seleccionada para realizar los ensayos siguientes.

8.1.4.1 Identificacion molecular

Debido a la importancia biotecnolégica del género Trichoderma es necesario
identificar correctamente la especie con la que se trabaja.

Para ello se procedié a realizar la identificacion molecular mediante el
empleo de cebadores que permitieron la amplificaciéon de un fragmento de 664 pb
del gen que codifica para el factor de elongacién de la traduccién (tefl) y ademas se
amplificé una regiéon de 890 pb que codifica para la subunidad 2 de la ARN

polimerasa (RPB-2), ambos fragmentos fueron secuenciados.

Del analisis bioinformaticos de dichas secuencias se obtuvo que la cepa LBM
117 se agrup6 en un clado con T. atroviride (AY376051 y AF34812) con un 99% de
identidad para tefl (figura 14) y con 98% de identidad para RPB-2 (KP009060)
(figura 15).
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Figura 14 Identificacion molecular de T. atroviride LBM 117. Dendograma consenso con
un boostrap de 1000 repeticiones, que muestra la posicién de la cepa LBM 117, inferido por
NJ tomado del analisis del alineamiento obtenido de la amplificacién del fragmento del gen
que codifica para el factor de elongacion de la traduccion (tef1).
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Figura 15. Identificacion molecular de T. atroviride LBM 117. Dendograma consenso con
un boostrap de 1000 repeticiones que muestra la posicion de la cepa de LBM 117
seleccionada en este trabajo que fue inferido por NJ tomado del anilisis del alineamiento

obtenido de la amplificacion de una region del gen la subunidad 2 de la ARN polimerasa (RPB-
2).
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8.1.4.2 Obtencion de un fragmento génico que codifica para una
endo-f-1,4-xilanasa

Utilizando cebadores EX-S y EX-AS disefiados a partir del genoma de T.
atroviride IMI 206040 (XM 014082116.1)fue posible obtener una banda tinica de 720
pb que fue secuenciada y analizada con el programa Chromas Lite. Se registr6 una
secuencia génica estructural compuesta por 720 pb, en la cual se localiz6 la
presencia de dos exones separados por un intrén de 64 pb. El exén 1 estuvo
conformado por 263 pb que codifican para 88 aminoacidos, el exén 2 por 393 pb
que codifican para otros 131 aminoécidos. La secuencia génica estructural que
codifica para endo-p-1,4-xilanasa, perteneciente a la cepa T. atroviride LBM 117,
junto a la secuencia aminoacidica deducida mediante programas bioinformaticos

se muestran en la figura 16.
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Figura 16 Secuencia nucleotidica y aminoacidica correspondiente al gen una endo-f3-
1,4-xilanasa en T. atroviride LBM 117. La secuencia nucleotidica esta representada por
letras de colores, por encima de la secuencia aminoacidica, la cual estd representa por letras
en recuadros. El intrén se encuentra subrayada con marrdn, los exones en celeste y la regiéon
que codifica el péptido sefial esta subrayada con negro. El dltimo recuadro negro que contiene
un asterisco marca al codén de stop.

Esta secuencia contiene informacién para producir una proteina madura de
203 aminoécidos con una secuencia péptido sefial de 19 aminoacidos con sitio de
clivaje A-P.
En la figura 17 se puede observar que el score C muestra un pico en el sitio de
escicién, el aminoacido inmediatamente posterior (P) es el primero

correspondiente a la proteina madura. Los valores de las medias de los parametros
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que arroja SignalP son todos superiores a 0,1 lo que confirmé que se traté de una

proteina de secrecion (figura 17).
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MVAFTSLLAGFAAVAGVLSA PTEDVOV EKRQA IGPGT GFNNGYYYSYWNDGHAGYT YT NGAGGS FSV NWA
0 10 20 30 40 50 &0 70
Position
# Measure Position Value Cutoff signal peptide?
max. C 2e @.572
max. Y 2e 8.718
max. 5 G 8.959
mean S 1-19 8.895
D 1-19 8.814 8.458 YES

Figura 17. Analisis de la region estructural del gen que codifica para una endoxilanasa
de T. atroviride LBM 117. Imagen tomada de SignalP. La linea roja vertical mas larga indica
el punto de escision. La curva verde se muestra por encima de cutoff sobre la secuencia del
péptido sefial y cae por debajo de ella justo en el punto de corte, en el aminoacido 19.

Del anélisis del alineamiento de la secuencia obtenida con las bases de datos
se obtuvo una identidad del 98% con una glicosil hidrolasa de la familia 11
perteneciente a T. atroviride IMI 206040. Como resultado del alineamiento se
construyo el dendograma que contribuy6 con la identificacion correcta de la cepa

seleccionada en este trabajo.
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o LBM 117
100 { Trichoderma atroviride IMI 206040 XP_013937591.1
68 { Trichoderma viride AAP83925.1
100 Trichoderma viride CAB60757.1
88 Aspergillus niger GAQ35804.1

—— Trichoderma harzianum AIK67330.1
100 L—— Trichoderma harzianum KKP02016.1

Trichoderma parareesei OTA01738.1
5 —: Trichoderma pseudokoningii ABY71932.1
97 Trichoderma reesei AAB50278.1

Trichoderma reesei APU51340.1

Figura 18. Dendograma de endoxilanasas. Dendograma consenso de endoxilanasas con un
boostrap de 1000 repeticiones que muestra la posicion de la cepa de LBM 117 seleccionada en
este trabajo inferido por NJ.

Con el fin de identificar dominios y motivos en la secuencia aminoacidica
deducida de la secuencia nucleotidica obtenida, se utiliz6 la herramienta PROSITE.
En la figura 19 se observa el resultado del andlisis realizado donde se visualiza el
sitio activo nucleofilico correspondiente a las glicosil hidrolasas de la familia 11
(GH11), cuya actividad catalitica corresponde a la endohidrolisis de las uniones del

xilano. Esta es una familia proteica monoespecifica e incluye tnicamente a las

endoxilanasas.
4 N
1 100 200 300
4
|
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Figura 19. Andlisis con PROSITE de la secuencia aminoacidica de una endoxilanasa
perteneciente a T. atroviride LBM 117. Identificacién de dominio catalitico, donde la regla
indica la posicién en la secuencia y el rombo al sitio activo de la endoxilanasa, pertenecientes
la la familia 11 de las glicosil hidrolasas.
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8.1.4.3 Evaluacion de la influencia de diferentes concentraciones de
bagazo de cafia de aziicar

Para establecer la mejor concentracion de bagazo de cafa de aztcar que
permita obtener los maximos niveles de actividad xilanasa, se evalué el efecto de
siete concentraciones diferentes de esta fuente de carbono en presencia de luz y se
monitored los niveles de actividad enzimatica durante 30 dias de incubacién cada
72 h (figura 20). Del anélisis de la varianza se determin6 que la mayor actividad
enzimadtica se alcanzo en el ensayo suplementado con 30 g L1 de bagazo de cafa de

azucar luego de 12 dias de cultivo con 36,749 + 2,522 U mL- (p < 0,05)

ACTIVIDAD ENZIMATICA (UmL™)
GENREFRENEEUESFDEEREREERE
ENEEEEEEEEEEEENEEEEEEEEE

CONCENTRACION BAGAZO (gL™)

Figura 20. Evaluacién de la influencia de diferentes concentraciones de bagazo de cafia
de azucar. Actividad xilanolitica presente en sobrenadantes de T. atroviride LBM 117 crecido
en presencia de luz con diferentes concentraciones de bagazo de cafia de aztcar a los 12 dias
de cultivo

8.1.4.4 Optimizacion de la fuente de nitrégeno.

Las concentraciones de las fuentes de nitrégeno presentes en el medio de
cultivo al igual que las fuentes de carbono juegan un rol importante en los niveles
de actividad enzimatica. En esta seccion se trabaj6 con la concentracion de bagazo
(30 g L) que permitié obtener los niveles mas altos de actividad en la seccion
anterior y para la optimizacion de las fuentes de nitrégeno se evaluaron diferentes
concentraciones de extracto de levadura, urea y sulfato de amonio, presentes en

medio Mandels (Mandels y Reese, 1957) empleado en este trabajo.

89



Resultados

Para ello se realiz6 un disefio de superficie respuesta central compuesto con
5 puntos centrales. Cada fuente de nitrégeno se evalud6 a 5 niveles, luego se realiz6
la validacién del modelo.

En la tabla 5 se muestran los resultados obtenidos en cuanto a los niveles de
actividad xilanolitica de acuerdo a las diferentes concentraciones de las tres fuentes
de nitrégeno que se analizaron. Los ensayos 1 a 5 corresponden a los puntos

centrales

Tabla 5. Optimizacion de las fuentes de nitrogeno. Matriz experimental del disefio central
compuesto estrellado 22 utilizada para el analisis del efecto de las tres fuentes de nitrégeno
sobre la actividad xilandlitica de T. atroviride LBM 117.

Variable codificada Variable real Respuesta
Ensayo A B C Sulfato Urea  Extracto de AEX
amonio  (gL?) levadura (g (U mL7)
(8L7) L)
1 0 0 0 14 0,3 3,25 32,18
2 0 0 0 14 0,3 3,25 26,609
3 0 0 0 14 0,3 3,25 34,856
4 0 0 0 14 0,3 3,25 24,042
5 0 0 0 14 0,3 3,25 35,239
6 -1 -1 -1 0,7 0,15 0,25 10,224
7 1 -1 -1 2,1 0,15 0,25 7,384
8 -1 1 -1 0,7 0,45 0,25 26,828
9 1 1 -1 2,1 0,45 0,25 27,046
10 -1 -1 1 0,7 0,15 6,25 22,349
11 1 -1 1 2,1 0,15 6,25 18,963
12 -1 1 1 0,7 0,45 6,25 6,018
13 1 1 1 2,1 0,45 6,25 20,929
14 -1,68179 0 0 0,224 0,048 3,25 12,791
15 1,68179 0 0 2,576 0,552 3,25 14,429
16 0 -1,68179 0 14 0,048 3,25 6,674
17 0 1,68179 0 14 0,552 3,25 30,542
18 0 0 -1,68179 14 0,3 0 32,672
19 0 0 1,68179 14 0,3 8,29 34,911

Como resultado del analisis del disefio se obtuvo que sélo urea tiene efecto

significativo y positivo sobre la actividad xilanolitica. La interaccién entre la urea y
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el extracto de levadura tuvo efecto significativo pero negativo, al igual que el

efecto cuadratico del sulfato de amonio y urea (figura 21).
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Figura 21. Optimizacion de las fuentes de nitrégeno. Diagrama de pareto de la
optimizacion de fuente nitréogeno estandarizado donde se muestran los factores que
resultaron significativos para la actividad xilandlitica. El largo de la barra viene dado por el
efecto del factor y la extension de las barras mas alla de la linea vertical muestra cuales son los
componentes del medio con influencia significativa sobre la respuesta analizada (actividad
xilanolitica) con un nivel de confianza del 95%.

La ecuacion del modelo result6 ser:

AE = 30,9988 + 4,5492urea — (6,8985sulfato de amonio)? — (5,13143urea)?

— 6,3288urea extracto de levadura

En el gréfico de superficie respuesta tridimencional (figura 22) se puede observar
que la actividad enzimatica es maxima cuando la urea tiende al maximo nivel, el
sulfato de amonio en su nivel medio y el extracto de levadura en su nivel mas bajo.
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Figura 22. Optimizacion de la fuente de nitrégeno para el aumento de la actividad
xilanolitica de T. atroviride LBM 117. Superficie repuesta tridimensional para los niveles de
actividad xilanolitica obtenidos a los 12 dias de cultivo de un disefio central compuesto 22.

92



8.1.4.4.1 Validacion del modelo
Basado en el andlisis estadistico de los resultados experimentales obtenidos,

se llevo a cabo la validacién del modelo por triplicado. En la tabla 6 se aprecia la
concentraciéon 6ptima que arrojo el programa estadistico de cada una de las fuentes
de nitrégeno que se evaluaron. Se pudo observar que las actividades enzimaticas
obtenidas no muestran diferencia con el valor esperado (p<0,005).

Tabla 6. Validacion del modelo de optimizacidon. Concentraciones de fuentes de nitrégeno
en los niveles éptimos sugeridos y valores de actividad enzimatica esperada y observada

Optimo
Factor Variable Variable real =~ Valor esperado  Valor obtenido
codificada (g L) (U mL7) (U mL71)
Sulfato de amonio 0,0586589 1,4406
Urea 1,46918 1,1115 42,211 45,642 + 3,651
Extracto de levadura -1,68179 0

8.1.4.5 Andlisis econémico

Para la determinacién del costo total del medio de cultivo para la
produccion de 10000 Ul de xilanasas y evaluar la ventaja de utilizar bagazo de cafa
de azucar como fuente alternativa al xilano, se estimaron los costos de los
componentes teniendo en cuenta los precios promedio en el mercado, y se
determind el costo medio ponderado total para cada alternativa. Los resultados se
muestran en la tabla 7. La produccién de xilanasas utilizado bagazo de cafia de
azucar como fuente de carbono fue 57 veces mas barata en comparacién al costo
que implica su produccién con xilano de madera de hayas, convirtiéndose en una

alternativa econémica.
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Tabla 7. Andlisis econémico. Costo ponderado de cada alternativa de medio de cultivo para
la produccidn de xilanasas.

., .. Costo total
Concentracion  Costo total Productividad osto tota

Fuente de carbono 1 1 1 estandarizado
(5L7) (U$S ke) (ULY (U$5,/10000 U)
Bagazo de cafa de
i 30 1,59 43000 0,37
Xilano de madera de
haya (Sigma- Aldrich 10 41,06 19300 21,28
®)

8.2 Inmovilizaciéon de xilanasas presentes en el sobrenadante.

Para llevar a cabo una aplicacion sustentable, el costo de la enzima es uno de
los principales factores que determinan la economia del proceso. La inmovilizaciéon
enzimatica puede asegurar una amplia termoestabilidad y su resistencia a
condiciones extremas y reactivos quimicos para aplicaciones industriales. Ademas,
las xilanasas inmovilizadas se pueden separar facilmente de los productos de la
reaccion, permitiendo que las enzimas puedan ser empleadas continuamente en
operaciones en biorreactor. Reducir los costos en base a un mejor rendimiento de la
actividad de la enzima optimizando el proceso de inmovilizacién es crucial en
investigaciones para la aplicacion industrial. Ademads, se deben evitar las
condiciones de inmovilizacién que provoquen problemas de plegado de la enzima.
Sumado a todo lo previamente mencionado, el andlisis de los pardmetros
enzimaticos resulta muy importante para determinar las mejores condiciones
donde por ejemplo la estabilidad enzimética sea maxima. Es por ello que en este
apartado se realiz6 la inmovilizacién de las xilanasas presente en el sobrenadante

optimizado utilizando dos matrices, poliacrilamida y agar- agar.

8.2.1.1 Concentracion de proteinasy precipitacion de polisacdridos
Para aumentar el rendimiento de la etapa de inmovilizacién de las xilanasas,
las proteinas presentes en el sobrenadante (figura 23 A carril 1) se precipitaron y

concentraron dos veces con sulfato de amonio al 70% de saturacién (figura 23 A
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carril 2). Como resultado de la precipitacién se obtuvo un extracto coloreado
marrdén oscuro, por lo tanto, fue necesario clarificarlo con Tween 80 al 0,1% en una
relacion 2:1 (v/v) para la precipitacion de los polisacaridos (figura 23 A carril 3).
Estos fueron cuantificados segin el método de fenol- sulftrico lograndose
precipitar el 80 % de los polisacéridos totales (de 75 a 15 mg mL-! de hidratos de
carbono totales). En un zimograma se pudo corroborar la presencia de tres

isoenzimas (figura 23 B).

-
A

L J

Figura 23. Precipitacion de proteinas y clarificaciéon de polisacaridos presentes en el
sobrenadante optimizado. (A) Gel de poliacrilamida desnaturalizante al 12% tefiido con de
nitrato de plata, MP marcador de peso molecular 1: sobrenadante de cultivo de T. atroviride
LBM 117, 2 sobrenadante precipitado con sulfato de amonio al 70% de saturacion y 3 extracto
clarificado con Tween 80. (B) Zimograma del extracto clarificado, las flechas indican la
presencia de isoenzimas.

8.2.1.2 Tiempo de reaccion
En primer lugar, se estudié el efecto del tiempo de reaccion sobre la
actividad catalitica de la xilanasa libre en comparacion a la enzima inmovilizada en
agar- agar y en poliacrilamida. En los tres ensayos la actividad de la xilanasa

disminuye a medida que aumenta el tiempo de incubacién. En la figura 24 se
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puede visualizar que a los cinco minutos se obtiene la maxima actividad

enzimadtica, tanto para la xilanasa libre como en la inmovilizada.
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Figura 24. Inmovilizacion de xilanasas. Efecto del tiempo de reaccion sobre la actividad de
la xilanasa libre (A) de T. atroviride LBM 117 en comparacion a la xilanasa inmovilizada en
las dos matrices ensayadas agar - agar 2,5% (®) y acrilamida bisacrilamida 30:1(m) (media +
S.E., n=2)

8.2.1.3 Seleccion de la matriz de inmovilizacion

Para la seleccion de la matriz de inmovilizacién se compararon dos
pardmetros, por un lado, el rendimiento de la inmovilizacién de la matriz y por
otro los ciclos de reutilizacion.

Para el célculo del rendimiento de inmovilizacién y el rendimiento de la
actividad xilanolitica inmovilizada se cuantific la actividad enzimatica antes de la
inmovilizacion y ese nivel se tom6 como la actividad enzimaética inicial total (Ai).
La actividad enzimatica inicial fue de 50 U mL- + 2 (Ai), la actividad enzimatica
luego de los dos lavados con buffer de los pequefios bloques de poliacrilamida
conteniendo la enzima inmovilizada (Al) fue de 5,76 U mL-1, de esto resulté que el

rendimiento de la inmovilizacion fue de un 88%. Para el caso de la inmovilizaciéon
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en agar- agar, la Al fue de 7,55 U mL! con un rendimiento de la actividad
enzimatica de 97%.

La reutilizacién de la enzima inmovilizada es un parametro importante para
determinar la factibilidad comercial del bioproceso. Por ello la xilanasa
inmovilizada se someti6é a ciclos consecutivos de reacciéon. De este ensayo se
obtuvo que la enzima inmovilizada en agar exhibi6é casi el 50% de actividad
enzimatica después del tercer ciclo (figura 25), luego en el cuarto y quinto ciclo la
actividad enzimética disminuy6 por debajo del 20% (p< 0,05). Por otro lado, la
inmovilizacion en poliacrilamida mostré una actividad enzimatica de casi un 60 %
al segundo ciclo y menos del 40% después del tercer ciclo (p< 0,05).

En este sentido la matriz agar- agar resulté6 mas eficiente respecto a los
niveles del rendimiento y a los ciclos de reutilizacién. Por estas razones se
seleccioné esta matriz para continuar con otros ensayos de caracterizaciéon de la

xilanasa inmovilizada.

4 )

=
(-
S 1001
a B8 Agar- Agar
*
2 80 N —
i A Poliacrilamida
=
= g
E 60
z
S 40
=
o
S 201
=
5 o
<
CICLO
- J

Figura 25. Inmovilizacion de endoxilanasa. Reutilizacion de la xilanasa inmovilizada de T.
atroviride LBM 117. Xilanasa inmovilizada en poliacrilamida donde el 100 % corresponde a
5,76 U mL! (@ y xilanasa inmovilizada en agar- agar donde el 100 % corresponde a 7,55
U.mL-L(H)
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8.2.1.4 Caracterizacion microscopica de la matriz utilizada para la
inmovilizacioén de la xilanasa

La morfologia de la superficie del polimero utilizado como matriz con y sin
la xilanasa inmovilizada se examiné con microscopio electrénico de barrido a
varias escalas de magnificacién (figura 26). De esta manera fue posible visualizar
diferencias notorias, puesto que en el agar que contenia la enzima inmovilizada
(figura 26 A y B) se observaron pequefios poros ocupados por particulas o
agregados de estas, también se pudo ver como algunos de estos poros se
encontraron vacios evidenciando un desprendimiento de las mismas (figura 26 A).
Mientras que en la imagen tomada del agar sin la xilanasa inmovilizada se observé

una superficie relativamente lisa (figura 26 C y D).

J

Figura 26. Inmovilizacién de xilanasa de T. atroviride LBM 117 en agar- agar. Imagenes
tomadas por SEM A y B matriz agar-agar con la enzima inmovilizada; y control de agar- agar
sin la xilanasa en C y D. En el par superior de las fotografias magnificacién de 2000 x y en el
par inferior magnificaciéon de 3500 x.
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8.2.1.5 Caracterizacion de la enzima inmovilizada
Para la caracterizacion de la actividad de la xilanasa inmovilizada y su
comparacion con la enzima libre se evalué el pH y la temperatura 6ptimos, luego
se analiz6 el efecto de iones y compuestos sobre la actividad enzimatica.

Finalmente se compararon los parametros cinéticos Km y Vmax.

8.2.1.5.1 Temperaturay pH éptimos.
Para la estimacion de la temperatura 6ptima de actividad catalitica de la

xilanasa se evaluo la actividad a cinco temperaturas. Para el caso de la enzima libre
la temperatura 6ptima se mantuvo en un rango de entre 30 y 60 °C (p > 0,05). Pero
para la enzima inmovilizada la temperatura éptima de actividad fue de 50 °C y
mostrando una disminucién de la actividad enzimatica (p< 0,05) cuando ésta se
evalud a temperaturas distintas a la 6ptima (figura 27 A)

Para la determinacién del pH 6ptimo se evalud la actividad enzimética a
nueve pH. Del analisis de varianza para los niveles de actividad enzimatica de la
enzima libre result6é que al pH 4 la actividad fue maxima siendo significativamente
menor a los demés pH ensayados. Para el caso de la enzima inmovilizada el pH
6ptimo fue 3 y mostré una amplia diferencia con la actividad detectada a los

demas pH (figura 27 B).
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Figura 27. Temperatura y pH doptimos de actividad xilanolitica. La linea punteada
muestra el comportamiento de la enzima inmovilizada y la linea continua la enzima libre. El
100% corresponde a la maxima actividad enzimatica registrada, para la enzima libre fue de 50
U mL-!y paralainmovilizada fue de 7 U mL-1.

8.2.1.5.2 Termoestabilidad
Una de las principales razones que se pretende al inmovilizar una enzima es

aumentar su termoestabilidad ya que esto brinda una ventaja a la hora de la
aplicaciéon biotecnolégica que se pretende. En este trabajo se evalu6 la
termoestabilidad de la xilanasa inmovilizada en agar- agar y se observé que la
inmovilizacion otorga una mayor estabilidad a 50 °C manteniendo la actividad
enzimatica en niveles cercanos al 40% hasta después de las 24 h de incubacion. Por
otro lado, a 30 y 40 °C la actividad enzimatica es menor que en la enzima libre

(figura 28).
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Figura 28. Termoestabilidad de la actividad xilanolitica. Evaluacién de la estabilidad de la
actividad enzimatica inmovilizada en agar- agar a 30, 40 y 502C durante 72 h.

8.2.1.5.3 Efecto de aditivos sobre la actividad xilanolitica
El efecto de diez aditivos sobre la actividad enzimética de la xilanasa

inmovilizada y libre fueron estudiadas, para ello se determiné la actividad
remanente en presencia de 10 mM de cada compuesto. Del andlisis de la actividad
de la enzima libre se vislumbré que el cobalto tuvo un efecto inhibitorio y en
ningtn caso hubo un aumento de la actividad (p> 0,05). Para el caso de la enzima
inmovilizada el cobalto también provocé la disminuciéon de la actividad
enzimadtica, pero por el contrario cuando se adicion6 EDTA o zinc la actividad

enzimatica se increment6 casi un 30% (tabla 8).
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Tabla 8 Efecto de aditivos sobre la actividad enzimatica de la xilanasa inmovilizada y
libre. El 100% corresponde a la maxima actividad detectada, para la enzima libre fue de 50 U

mL-1y para la enzima inmovilizada fue de 7 U mL-1.

Aditivo Inmovilizada Libre
(Actividad relativa %)  (Actividad relativa %)
CaCl, 105 +2 99+1
ZnCl, 120£12 (*) 9610
CoCl» 70£13(*) 5513(*)
FeCl» 9414 96+1
CuSOq4 935 9617
MgSO4 8813 89+8
MnSOyq 87+10 95+4
Urea 10412 1000
EDTA 128415 (*) 106+4
Kl 100+12 97+2
CONTROL 100 100

* p<0,05
8.2.1.5.4 Pardmetros cinéticos

Para la determinacion de los parametros cinéticos de la xilanasa

inmovilizada y la libre se determiné la actividad enziméatica con diferentes

concentraciones de xilano de madera de haya. Los valores de Km y Vmax se

calcularon segtin la regresion hiperbdlica de Michaerlis -Menten (tabla 9).

Tabla 9. Parametros cinéticos calculados para la xilanasa inmovilizada y la libre.
Determinacion de Kny Vmsx en funcidn de la tasa de hidrélisis del xilano de madera de haya a

varias concentraciones (0,05 a 2,5 mM).

Inmovilizada Libre
Kn Vimax Kn Vimax
(umol mL-1) pmol (min mD-1 (umol mL-?) pmol (min mL)-!
Xilano de
madera de 1693 5,68 411,8 75,29
haya a 50°C

En la figura 29 se puede observar el comportamiento diferencial de la enzima
inmovilizada y de la enzima libre respecto a la velocidad de aparicién de xilosa en

funcidon de la concentracion del xilano. La Vmax de la enzima libre fue mas elevada
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que la de la inmovilizada (p< 0,05). En cambio, la Km de la libre es menor que la

Km de la inmovilizada (p< 0,05).
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Figura 29. Parametros cinéticos de la actividad xilanolitica de la enzima inmovilizada
en comparacion a la enzima libre

8.3 Evaluacion del efecto de xilanasas de T. atroviride LBM 117 sobre la

hidrélisis del bagazo de cafia de azdcar

8.3.1.1 Pretratamiento del bagazo de caiia de aziicar

Para evaluar la eficiencia de las xilanasas sobre la hidrdlisis de la
hemicelulosa del bagazo de cafia de aztcar se compar6 la cantidad de aztcares
reductores (mg mL1) liberados de este residuo por la accion de la enzima libre e
inmovilizada y se compar6 con los aztcares liberados por la enzima comercial
libre e inmovilizada (figura 30).

Como resultado de los pretratamientos enzimaticos se detectd que el
tratamiento con la enzima nativa libre de T. atroviride LBM117 mostr6 el maximo
nivel de aztcares reductores liberados (6,46 + 0,61 mg mL1) a las 72 h de

incubacién (p<0,01).
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Figura 30. Pretratamiento enzimatico de bagazo de cafia de aziicar. Comparacién de los
niveles de aztlicares reductores obtenidos como resultado del efecto hidrolitico de las
xilanasas sobre el bagazo de cafia de azdcar pretratado con NaOH 3%. Los pretratamientos 1,
2, 3y 4 corresponden a ensayos con xilanasas inmovilizadas en bloques de 25 y 5 mm. Nativa:
xilanasa proveniente del sobrenadante optimizado de T. atroviride LBM 117. Comercial:
xilanasa proveniente de T. longibrachiatum (Sigma Aldrich). Sin diferencia entre las muestras
alas 72 h de la enzimas en 5 mm y la nativa libre

8.3.1.2 Hidrdlisis de bagazo de caria de azicar pretratado
La hidrdlisis del bagazo de cafia de aztcar pretratado fue realizada con un
coctel de celulasas comerciales. Los niveles de azticares reductores para el bagazo
de cafia de aztcar pretratado con NaOH 3% fueron de 19 + 0,75 mg mL.. Para el
caso del bagazo de cafia de aztcar pretratado con NaOH 3% y luego con la
xilanasa comercial se liberaron 20,33 + 9,83 mg mL-! de aztcares reductores y para
el pretratado con las xilanasas provenientes de T. atroviride LBM 117 fue de 23,03 +

0,63 mg mL1, nivel que mostré6 ser més elevado respecto a los demds ensayos

(p<0,05).

Del célculo de los porcentajes de conversion de la holocelulosa (que resulta

de la sumatoria de celulosa y hemicelulosa) se obtuvo que los patrones de
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bioconversiéon del bagazo de cafia de aztdcar pretratado quimicamente con NaOH
3% mas xilanasa comercial y el NaOH 3% mas xilanasa procedente de T. atroviride
LBM 117 fueron similares durante las primeras horas de hidrélisis. Sin embargo, a
las 48 h se puedo observar una diferencia a favor del segundo pretratamiento

debido a una mayor bioconversién (figura 31).

Para poder obtener buen rendimiento de aztcares reductores y por lo tanto
alto porcentaje de conversion de holocelulosa es necesario que el material sea
deslignificado quimicamente. Este petratamiento combinado con el biolégico
utilizando enzimas hemiceluloliticas (xilanasa autéctonas o comerciales)
permitieron una transformacién mas eficiente de la biomasa lignocelulésica (figura

31).
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Figura 31. Hidrélisis del bagazo de cafia de azicar pretratado. Porcentajes de conversion
de la holocelulosa utilizado como materia prima bagazo de cafia de azicar. Naranja bagazo de
cafia de azucar sin pretratar (cudo), rosa tratado quimicamente con NaOH 3%, azul NaOH
3%-+xilanasa comercial (XC) y verde NaOH 3%-+xilanasas provenientes de T. atroviride LBM
117 (XN).
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8.3.1.3 Microscopia electronica de barrido
Con el fin de evaluar los posibles cambios en la microestructura del bagazo
de cafia de aztucar se tomaron microfotografias con microscopio electrénico de

barrido del material (figura 32).

En la muestra sin pretratamiento se observo la estructura tipica de las
particulas de bagazo de cafa de azdcar (Figura 32 A). En las demas imagenes se
pudo ver una clara alteraciéon en la estructura del parénquima y de los vasos
conductores ocasionada por los pretratamientos quimico (figura 32 C, flecha
blanca, flecha roja respectivamente), quimico/ enzimatico (figura 32 E) y
sacarificacion (figura B, D y F) que incrementaron la exposicién de las fibras de
celulosa, que se mostraron mas laxas y desorganizadas, esto facilit6 la liberacién de

azucares reductores durante los tratamientos.
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Figura 32. Microfotografias de bagazo de cafia de azucar. En A se aprecia la estructura de
particulas de bagazo de cafia de azlcar sin pretratar. En B bagazo de cafia de azucar
hidrolizado con céctel de celulasas. C corresponde al bagazo de cafia de azicar pretratado con
NaOH 3% y D después de su hidrolisis. E muestra el aspecto microestructural del bagazo de
cafa de azucar pretratado con NaOH y xilanasas provenientes de T. atroviride LBM 117. Las
flechas blancas indican tejido parenquimatico y las rojas a los vasos conductores.
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9 DISCUSION

9.1 Evaluacion de la habilidad xilanolitica de cepas de Trichoderma nativas de

la provincia de Misiones.

9.1.1 Seleccidn cualitativa y cuantitativa

Las enzimas xilanoliticas son un grupo de enzimas que hidrolizan los
polimeros de xilano, que constituye uno de los principales componentes
estructurales de las paredes celulares de las plantas. Este complejo enzimatico es
secretado por una amplia variedad de microorganismos reportados en la
bibliografia, de entre los cuales, los hongos filamentosos como Trichoderma,
Aspergillus y Penicillum son especialmente interesantes, ya que sus niveles de
actividad enzimatica son los mas elevados (Bajaj et al. 2011; Bakri et al. 2010;
Gottschalk et al. 2010; Da Cunha et al. 2013).

Para detectar cepas fuingicas productoras de xilanasas extracelulares
generalmente en primer lugar se realiza la evaluacién cualitativa usando medio
s6lido con xilano como tinica fuente de carbono. Esta estrategia estd basada en el
principio de difusién, donde el rojo Congo se une especificamente al xilano, un
carbohidrato de alto peso molecular, coloreando los sectores del medio s6lido que
lo contengan y dejando decoloradas las zonas donde se haya producido la
hidrolisis del sustrato (Teather & Wood, 1982; Saczi & Erenler, 1986; Ribeiro et al.,
2014). La detecciéon de halo es una manera facil y rapida de llevar a cabo un
screening (Murashima et al., 2002; Florencio et al., 2016). En este trabajo esta técnica
permiti6é detectar claramente la presencia de un halo de degradacién en 11 de las

20 cepas analizadas de Trichoderma nativas de la provincia de Misiones.
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Permitiendo de esta manera reducir casi a la mitad el nimero de cepas a analizar
en cuanto a su capacidad secretora de xilanasas.

Las especies del género Trichoderma se caracterizan por un aumento en la
esporulacion en presencia de luz y ademds estas esporas se dispersan sobre la
placa dificultando la interpretacion del resultado cuando el micelio cubre toda la
superficie de la misma (Tish et al., 2017). Por este motivo, en este trabajo fue
necesario monitorear el crecimiento fingico diariamente hasta que el desarrollo
cubriera el 80% de la placa.

Numerosos autores han destacado que la fuente de carbono que se utilice en
el medio de cultivo tiene influencia sobre la actividad enzimatica (Royer & Nakas,
1989; Bakri et al., 2010; Tallapragada & Venkatesh, 2011). Especificamente, la
bibliografia apunta al xilano de beechwood como inductor de la actividad
xilanolitica (Biely et al., 1980; Espiner et al., 1992; Farrell et al., 1996; Ahmed et al.,
2003; Kaur et al., 2005; Goyal et al., 2008; Khucharoenphaisan et al., 2010; Da Cunha
et al., 2013), por lo tanto, para garantizar una secrecion eficiente de xilanasas,
durante el ensayo de selecciéon que se llevo a cabo en este trabajo se utiliz6 xilano
de madera de haya comercial como sustrato y posible inductor de la actividad
xilanolitica en hongos nativos de Misiones. Al final de este experimento,
Trichoderma sp. LBM 193, T. atroviride LBM 117, T. harzianum LBM 103, T. harzianum
LBM 094 y Trichoderma sp. LBM 192 se agruparon en el grafico del conglomerado
lo que indicé que no habia diferencias significativas entre ellos, siendo este cluster
un grupo prometedor ya que sus niveles de actividad xilanolitica estuvieron por
encima de 20 U mL-1. Por tales motivos fueron seleccionados para continuar con

los experimentos de caracterizacion de la actividad xilanolitica en medio liquido.

9.2 EVALUACION DE LA ACTIVIDAD XILANOLITICA EN MEDIO
CONTENIENDO BAGAZO DE CANA DE AZUCAR COMO FUENTE DE CARBONO.

Las xilanasas por su accién hidrolitica sobre la hemicelulosa han sido

clasificadas como una de las enzimas mas importantes industrialmente, actuando
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en numerosas aplicaciones biotecnolédgicas (Collins et al. 2005; Beg et al.,2001),
dentro de las cuales se destacan la industria de la pulpa y papel (utilizadas en el
blanqueo de la pulpa) (Viikari et al., 1999); la industria alimenticia (utilizadas en los
tratamientos de los cultivos forrajeros para la alimentacion del ganado, produccion
de jarabes, gaseosas y pan entre otros) (Harris & Ramalingam 2007).; la industria
textil, (utilizadas en la eliminacion de impurezas durante el bioprocesamiento
textil) (Duran & Duran, 2000) y en la produccion de bioetanol (utilizadas en el
proceso de pretratamiento e hidrélisis) (Dhiman et al., 2008).

Para que la aplicacion a escala industrial sea viables es necesario contar con
un medio de cultivo que induzca la actividad enzimatica de manera tal que se
puedan contar con nivleles altos de actividad (Gutierrez-Correa et al., 1998; Da
Cunbha et al., 2013).

Si bien el xilano es ampliamente reconocido por actuar como inductor de la
activdad xilanolitica, es un polimero de muy dificil acceso y costoso, de este modo
la produccién a gran escala se ve dificultada. Es por ello que se hace necesario
explorar en la busqueda de microorganismos secretores de xilanasas en medios de
cultivo alternativos (Gutierrez-Correa et al., 1998; Bakri et al., 2010).

En este sentido numerosos autores han evaluado medios de cultivos
suplementados con diferentes residuos provenientes de la forestoindustria y han
logrado niveles significativos de actividad xilanolitica. Por ejemplo Reis et al. (2003)
y Bakri et al. (2010) evaluaron la actividad xilanolitica en el salvado de trigo en
medios suplementados con 10 g L1 y detectaron niveles de entre 113 y 174 U mL"!
logrando diferencias estadisticamente significativas respecto a los medios que
contenian medios de cultivo con xilano como fuene de carbono. Raj & Chandra
(1995) y Li et al. (2007) utilizando el mismo residuo lignocelulosico, registraron
niveles de actividad enzimatica de entre 23 y 30 U mL-! en medios suplementados
con 5 gL-1y 30 gL-! respectivamente. Por otra parte, Fernandez-Islas (2013) evalu6
la actividad enzimatica producida en salvado de trigo y Oliveira et al. (2006)

evaluaron al actividad xilanolitica en mazorca de maiz y cascara de avena con
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niveles de entre 54,8 y 55,3 U mL-! y atribuyen estos valores a que los altos niveles
de hemicelulosa en estos residuos acttan como inductores de las actividades
xilanoliticas.

Lemos et al. (2000) y por otra parte Gottschalk et al. (2010) evidenciaron
niveles de 30 y 25 U mL! de actividad enzimatica respectivamente en medios
conteniendo bagazo de cafa de azticar en concentraciones de 20 g L niveles de
actividad similares a los obtenidos en este trabajo. Asi también Gutierrez-Correa &
Tengerdy (1998) y Da Cunha et al. (2013) evidenciaron actividad xilanolitica
similares lo que permiti6 su aplicacion en la hidrolisis.

El bagazo de cafia de aztcar es un residuo que proviene de la industria
azucarera y su composicion quimica juega un rol importante a la hora de evaluarlo
como fuente de carbono, ya que el mismo se compone de cantidades significativas
de celulosa y hemicelulosa, con un alto porcentaje de xilano (20,6%), haciendo que
este residuo sea adecuado para la produccién de xilanasas (Aguilar et al., 2002).
Ademads, el bajo porcentaje de lignina presente en el bagazo aumenta la
disponibilidad de xilano para actuar como inductor (Jayapal et al. 2013) y sumado a
esto el porcentaje de cenizas también es menor respecto a otros residuos de la
forestoindustria como paja de arroz y paja de trigo (Pandey et al., 2000; Marquez-
Araque et al., 2007).

En este trabajo se evalud el comportamiento de cinco cepas de Trichoderma
nativos de Misiones y se analiz6 los niveles de actividad enzimatica en medio
suplemetado con bagazo de cafia de aztcar. De esta evaluacién se registré para
Trichoderma sp. LBM 103, T. atroviride LBM 117 y Trichoderma sp. LBM 193 niveles
maximos de actividad enzimatica aproximados a 29 UmL-l. Bajo las mismas
condiciones de cultivo, Lemos et al. (2000) registraron en A. awamori niveles
maximos de actividad xilanolitica similares a los obtenidos en este trabajo, en
medios suplementados con bagazo de cafia de azucar sin tratar como fuente de
carbono. Por su parte, Oliveira et al. (2006) evaluaron la produccién de xilanasas en

Penicillum janthinellum utilizando también como fuente de carbono al bagazo de
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cafia de aztcar y registraron la maxima actividad en 23 U mL-1. A su vez Bajaj et al.
(2011) evaluaron el efecto de salvado de trigo, salvado de arroz y aserrin de
eucalipto sobre la produccion de xilanasas trabajando con Penicillium sp. y
detectaron niveles de 21,8 U mL1,20,6 U mL! y 10,7 U mL-! respectivamente.
Marquez-Araque (2007) reportaron que en paja de trigo Trameters gallica produjo al
menos dos tipos de enzimas con actividad de xilanasas con un méximo de
actividad de 33,3 U mL-L.

Las cepas T. harzianum LBM 094 y Trichoderma sp. LBM 192 evaluadas en el
presente trabajo mostraron niveles de maxima actividad comparativamente
similares a los obtenidos por Gottschalk (2010) para T. reesei y A. awamori en
medios de cultivos suplementados con bagazo de cafia de aztcar, mostrando como
maxima actividad 10 y 25 UmL- respectivamente. Estos resultados son similares
también a los obtenidos por Da Cunha et al. (2013) con T. auroviride que registraron
como maxima actividad endoxilanolitica 20,39 U mL-1.

El pretratamiento fisico de la biomasa previo a su utilizacién incrementa los
niveles de produccién ya que el material cuando esta triturado y molido aumenta
el area de contacto de sus componentes con las enzimas hidroliticas (Sanchez-
Riafio et al., 2010; Cuervo 2001). Krishna et al. (2001) registraron altos rendimientos
en la hidrolisis enzimética cuando pre-trataron fisicamente diferentes materiales
lignocelulésicos. Resultados similares obtuvo Geng (2010) al utilizar materiales
agricolas particulados y observé una mayor produccion de celulasas y xilanasas en
T. ressei. Esto motivé la utilizacion de bagazo triturado en este trabajo para
suplementar los medios de cultivo.

Otro factor que influye en los niveles de produccién enzimaética es la
concentraciéon de los componentes en el medio de cultivo (Castrillo et al., 2014; Diaz
et al. 2015). En este trabajo se evalud el efecto de tres concentraciones diferentes de
la fuente de carbono (5, 10 y 15 g L-1). En los ensayos suplementados con mayores
concentraciones de bagazo (10 y 15 g L1) para las cepas Trichoderma sp. LBM 103,
T. atroviride LBM 117 y Trichoderma sp. LBM 193 los niveles méximos de actividad
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enzimdtica fueron similares a los registrados en los ensayos controles
suplementados con xilano. Mejor atn fue el comportamiento de las cepas T.
harzianum LBM 094 y Trichoderma sp. LBM 192 ya que los niveles de actividad
registrados en los ensayos suplementados con bagazo de cafia de azticares mas
concentrados fueron superiores a los mostrados por el xilano. Y en todas las cepas
evaluadas los niveles de actividad enzimatica mas bajos se registraron en los
ensayos suplementados con la menor concentracién de bagazo de cafia de aztcar
(6 g L1). Estos resultados ponen en evidencia la importancia de optimizar la
concentraciéon de la fuente de carbono para lograr el efecto deseado y mejorar los
niveles de actividad enzimatica.

La influencia de diferentes concentraciones de bagazo de cafia de aztucar
sobre la actividad xilanolitica también fue reportada por Meenakshi et al. (2008),
quienes mostraron que la produccién de xilanasas por T. viride se incrementé con
el aumento de la concentracién de este residuo en el medio. Resultados similares
fueron observados por Gottschalk et al., 2010, en T. ressei y A. awamori, quienes al
evaluar diferentes concentraciones de bagazo de cafia, registraron un aumento de
actividad a directamente proporcional a la concentracién del residuo, obteniendo
los niveles maximos de actividad xilanolitica cuando el medio fue suplementado
con 20 g L-1. En este sentido se han observado resultados similares para otros
materiales lignocelulésicos, como paja de maiz con T. ressei y A. niger donde la
concentraciéon optima fue de 30 g L1 (Chen et al. 2008).

Algunos autores mostraron que al utilizar fuentes de carbono facilmente
hidrolizables, como glucosa y glicerol, no obtenian xilanasas. Sin embargo, cuando
fue cultivado con aztcares mas complejos, como xilano o sustratos celulésicos, las
cepas fangicas analizadas habian mostrado actividad xilanolitica, demostrando
que acttan como inductores. (Kulkarni et al., 1999; Mach & Zeilinger 2003). Varios
reportes han respaldado estos resultados, donde materiales lignocelul6sicos

inducen la produccién de xilanasas y aztcares facilmente metabolizables, tales
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como glucosa o xilosa, son supresores de la sintesis de xilanasas (Gessesse &
Mamo 1999; Oliveira et al., 2006).

Otro factor que juega un rol importante en la actividad enzimatica es el
tiempo de cultivo y esto depende de la cepa en estudio y los componentes del
medio de cultivo (Bajaj et al. 2011; Bakri et al. 2010). En este trabajo se analiz6 los
niveles de actividad enzimatica durante 30 dias de cultivo, hasta detectar el dia de
mayor actividad. Las cepas T. harzianum LBM 103 y Trichoderma sp. LBM 192
tuvieron su maxima actividad enzimética en menor tiempo respecto a las demas
cepas analizadas en este trabajo (dia 9 de cultivo), ya que para Trichoderma sp. LBM
193 y T. harzianum LBM 094 se registr6 la maxima actividad a los 15 dias de cultivo
y T. atroviride LBM 117 a los 18 dias de cultivo. En este sentido, Da Cunha et al.
(2013) reportaron la mayor actividad enzimatica a los 3 dias de cultivo en medios
suplementados con la fuente de carbén bagazo de cafa de aztcar para T. atroviride
y Penicillum sp. Estos resultados concuerdan con los obtenidos por Gottschalk et al.
(2010) para A. awamoriy T. ressei. En este sentido Oliveira et al. (2006) registraron la
maxima actividad xilanolitica a los 5 dias de cultivo para Penicillum sp. en medio
conteniendo 10 g L1 de bagazo de cafia de aztcar. Por otro lado, Biswas et al.
(1998) registraron la mayor actividad para Aspergillus a los 16 dias de cultivo
utilizando bagazo de cafia de azucar sin pretratar como fuente de carbono. La
actividad xilanolitica registrada en los primeros dias de cultivo se puede atribuir a
la presencia en gran cantidad de xilanos y sustratos celul6sicos que actuaron como
inductores en la produccion enzimética. Esta produccion se mantuvo en aumento
hasta que los azudcares simples resultantes de la hidrélisis enzimaética del xilano
alcanzaron niveles significativos como para inhibir la transcripcién de xilanasas,
por ese motivo la actividad disminuy6 los dias posteriores de cultivo (Mach &
Zeilinger 2003).

Por otro lado se ha reportado que la exposicién de Trichoderma a la luz tiene
efecto sobre la esporulaciéon (Cruz 2007). Segin Chavez-Garcia et al. (2008) es

indispensable la aplicacién directa de luz para promover la esporulaciéon ya que
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posee un efecto estimulante en la produccién constante de conidios de algunas
especies de Trichoderma. Existe una relaciéon directa entre la esporulaciéon como
resultado de la exposiciéon a la luz y el metabolismo de la fuente de carbono
disponible (Gato-Cardeas 2010; Mufioz-Centeno et al., 2012; Cruz, 2007).

Por ello en este trabajo se evalud la influencia de la luz sobre la actividad
enzimadtica y se registr6 que, en todas las cepas analizada, los niveles de actividad
enzimatica fueron superiores en los ensayos con luz, a excepciéon de la cepa T.
atroviride LBM 117 que no mostr6 diferencias entre ambos ensayos. Ademas, en los
ensayos con luz, la méxima actividad enzimatica se alcanz6 de 3 a 6 dias antes
respecto a los ensayos sin luz, lo cual es muy importante y deseable ya que
disminuye el tiempo necesario para la obtencién de la enzima para su aplicacion.

Durante el desarrollo de este trabajo el crecimiento fangico se llevé a cabo
en agitacion constante a 100 rpm ya que en numerosas especies de Trichoderma la
agitacion incrementa la produccién enzimética y es necesaria para mantener la
homogeneidad del medio con el fin de evitar la formaciéon de cimulos de gran
tamafio y metab6licamente inactivos. Sin embargo, las fuerzas de cizallamiento por
encima de 150 rpm pueden interrumpir el tejido microbiano fragil perjudica la

produccion de xilanasas (Obregon & Jahazel 2015).

9.3 CARACTERIZACION BIOQUIMICA DE ENDOXILANASAS PRESENTES EN EL
EXTRACTO ENZIMATICO

Conocer las caracteristicas bioquimicas de la actividad enzimética presentes
en el sobrenadante es de suma importancia para maximizar la accién hidrolitica de
las xilanasas al momento de su aplicacion a escala industrial (Shin et al. 2000;

Sanchez-Riafio et al. 2010; Dhiman et al. 2008).
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9.3.1 pHy temperatura 6ptimos.

Numerosos reportes en la bibliografia establecen la catalisis 6ptima de las
xilanasas en el rango de pH entre 4 y 7 (Cayetano-Cruz et al., 2016; Chen et al.,
1997).

Los resultados obtenidos de la evaluacion del pH 6ptimo en el presente
trabajo concuerdan con los rangos de pH definidos como 6ptimos para xilanasas
en la bibliografia.

En este trabajo el pH 6ptimo se mantuvo en el rango de 4 a 6 y tal como lo
ha reportado Bakri et al. (2010) en sus estudios realizados con A. terreus a pH mas
alcalino y mas 4cido del rango 6ptimo la actividad enzimatica decae abruptamente.
Nuestros resultados concuerdan con lo reportado para T. longibrachiatum que
mostré su catédlisis maxima cuando el pH de la determinacién enzimatica oscil6
entre 4 y 6 (Royer & Nakas 1989; Chen et al. 1997). Por su lado Abirami et al. (2011),
para Neurospora crassa y Fernandez-Espinar et al. (1994) para A. nidulans reportaron
pH 6ptimos de 5,5 y 6 respectivamente.

Para determinar la temperatura a la cual la actividad xilanolitica es maxima,
en este trabajo se evaluaron temperaturas en el rango 4°C a 70°C y los resultados
obtenidos mostraron los niveles mas altos en el rango de 40 a 50°C para todas las
cepas de Trichoderma analizadas.

Estos resultados también concuerdan con los obtenidos por numerosos
autores quienes demostraron que las xilanasas fangicas tipicamente tienen
temperaturas 6ptimas alrededor de 50°C (Ruckmanl & Rajendran 2001; Shah &
Madamwar 2005; Sudan & Bajaj 2007; Dutta et al.,, 2007; Murthy & Naidu 2010).
Resultados similares se registraron en los trabajos desarrollados por Bajaj et al.
(2011) con Penicillum sp. y para T. reesei quienes reportaron la temperatura éptimas
de 30 °C.

Chen et al. (1997) hallaron que la catdlisis de la xilanasa en el hongo T.
longibrachiatum fue 6ptima a los 45°C. A su vez, Souza-Querido et al. (2006)

observaron para P. expansum que la actividad xilanolitica fue maxima a 40°C.
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Cuando Lemos et al. (2000) evaluaron la actividad xilanolitica de A. awamori,
el rango de maxima actividad se registr6 en un intervalo de 30 a 70 °C y estos
resultados fueron similares a los obtenidos por Bakri et al. (2010) en A. terrus,

donde la temperatura 6ptima fue a 60°C.

9.3.2 Termoestabilidad v estabilidad en el pH de la actividad xilanolitica.

La estabilidad enzimética en el sobrenadante se ve influenciada en gran
medida por la acciéon del pH y la temperatura. En este sentido dependiendo del pH
y la temperatura del medio la enzima puede sufrir inactivaciéon, desnaturalizaciéon
o también puede ocurrir una desfavorable distribucién de carga entre el sustrato y
las moléculas de las enzimas que aumentan al transcurrir el tiempo (Shah 2005).
Por lo tanto, su evaluaciéon es importante para lograr una aplicacién industrial
Optima.

Es por ello que en este trabajo se evalu6 el efecto del pH y la temperatura
sobre la estabilidad enzimaética en 5 cepas de Trichoderma sp. De este andlisis se
evidenci6é que a la temperatura de 30° C la estabilidad enzimatica fue mayor con
respecto a las demds temperaturas evaluadas. A pH 4,8 la actividad de la enzima
fue mas estable.

Estos valores estdn en concordancia con numerosos trabajos expuestos en la
bibliografia. Bakri et al. (2010) trabajaron con A. terreus y realizaron pruebas de
estabilidad térmica de la actividad xilanolitica y los resultados indicaron que el
intervalo de temperatura adecuado para la aplicacién industrial de xilanasa fue de
entre 30 y 50°C, ya que la actividad enzimética se mantuvo durante 3 h. Por otra
parte, Krisana et al. (2005) observaron que A. niger mantuvo el 100% de actividad
enzimatica a 30°C hasta los 30 min de incubacién.

Resultados similares a los obtenidos en este trabajo para la estabilidad a
70°C fue registrados por Bajaj et al. (2011), quienes reportaron una pérdida total de
la actividad xilanolitica para Penicillum sp. a los 30 min. Bakri et al. (2010) también

mostré resultados similares en A. terreus, registrando que a 65°C la actividad
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xilanasas fueron sé6lo 6,8% después de 1 h y no hubo disminucién significativa en
la actividades xilanasas después de 3 h de incubacién de 30 a 45°C.

Respecto a la estabilidad de la actividad enzimatica a diferentes pH a lo
largo del tiempo, en este trabajo se registr6 que las cinco cepas analizadas hasta las
72 h a pH 4,8 mostraron niveles superiores al 60 % de actividad y a pH 7 se
mantuvo en el orden del 40 y 60%. Bakri et al. (2010) también evaluaron la
estabilidad de la actividad enzimatica a diferentes pH y registraron que en el rango
de pH 5 a 7 para A. terreus, la actividades xilanasas mantuvo niveles de 90%
después de 1 h. A pH fuera de este rango la actividad decae significativamente.
Comportamientos similares fueron reportados por Li et al. (2007) en otras cepas de

hongos filamentosos.

9.4 SELECCION DE LA CEPA PARA SU APLICACION: OPTIMIZACION DE LAS
CONCENTRACIONES DE BAGAZO DE CANA DE AZUCAR Y DE LAS FUENTES
DE NITROGENO.

Numerosas son las variables que tienen influencia sobre la produccion
enzimética de microorganismos. Una de estas es la concentracion de los diferentes
componentes del medio de cultivo, principalmente las fuentes de carbono y
nitrégeno. Muchos autores sugieren que es imprescindible evaluar el efecto de
dichos elementos para poder lograr un incremento de la actividad enzimética que
se pretende.

En este trabajo en primer lugar se analiz6 la influencia de 7 concentraciones
de bagazo de cafia de aztcar. De acuerdo a los resultados obtenidos, la maxima
actividad xilanolitica se registré cuando se suplementé con 30 g L-1. En este sentido
Gelain et al. (2017) evaluaron 5 concentraciones de bagazo de cafia de azucar (5, 10,
20, 30 y 40 g L1) logrando los maximos niveles con 10 g L-1, también Di Marco et al.
(2017) registraron la maéaxima actividad enzimatica en medio de cultivo
suplementado con esa misma concentracion de bagazo de cafia de aztcar. Por otro

lado, Rezende et al. (2002) obtuvieron altos niveles de actividad xilanolitica para T.

119



harzianum en fermentacién en estado sélido con 100 g L1 de dicho residuo. Todos
estos autores coinciden en que cuando realizan la caracterizacién del bagazo de
cafa de azucar, sus resultados muestran que se trata de un residuo rico en celulosa
y hemicelulosa, por lo tanto, resulta interesante su utilizacion como fuente de
carbono inductora de actividades enzimaticas hidroliticas, tal como lo describe
Brienzo et al. (2016).

En este sentido la utilizacién de diferentes residuos agroindustriales como
sustrato surgen principalmente como alternativas para reducir el costo de
produccion de xilanasas. Residuos agroindustriales son generalmente considerado
como sustratos rentable y ecolégico para los procesos de produccién de xilanasas
que incluyen al bagazo de cafia de azucar (Kaushik & Malik, 2016). En
concordancia con estos resultados, en este trabajo se logré abaratar 57 veces los
costos de la produccién de xilanasas en medio de cultivo suplementado con un
residuo de la industria local, el bagazo de cafia de aztacar, en reemplazo al xilano.

La utilizacién de medios de cultivo con fuentes de carbono y nitrégeno
econdmicas permite la obtenciéon de niveles de actividad enzimética hidrolitica en
hongos filamentosos aplicables en procesos biotecnolégicos (Thomas et al., 2016).

Por consiguiente las fuentes de nitrégeno del medio Mandels Mandels &
Reese, 1957) también fueron optimizadas en el presente trabajo. Esto fue realizado
debido a que, muchos autores que han trabajado con xilanasas, sugieren la
optimizaciéon de las mismas para la cepa en particular con la que se trabaje, de
manera de aumentar la actividad producida (Kheng & Omar, 2005; Thomas et al.,
2016). De acuerdo a los resultados de la optimizacion de las fuentes de nitrégeno,
los valores 6ptimos obtenidos fueron 1,4406 g L-! de sulfato de amonio y 1,1115 g
L1 de urea. Bagar et al. (2003) optimizaron las concentraciones de salvado de trigo
y sulfato de amonio logrando un incremento de la actividad xilanolitica. Xu et al.
(2008) publicaron que la urea fue la fuente de nitrégeno mas significativa y de
efecto positivo sobre la produccién de xilanasas en Aspergillus niger XY-1 resultado

que coincidieron con los obtenidos en este trabajo. Por el contrario, Bakri et al.
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(2010) también evaluaron el efecto de diferentes fuentes de nitrégeno, pero
detectaron que la urea produjo un efecto negativo sobre la actividad xilanolitica. Es
sabidos que el extracto de levadura tiene efecto positivo sobre la actividad
xilanolitica, pero curiosamente para T. atroviride LBM 117 esta fuente de nitrégeno
no tuvo la influencia significativa sobre la actividad.

Es importante destacar que fue posible validar el modelo optimizado para la
actividad xilanolitica de T. atroviride LBM 117 obteniéndose niveles de 45 U mL!
que fueron aceptables y comparables a los obtenidos por otros autores (Lemos et
al., 2000) para iniciar los estudios de inmovilizacion enziméatica y de pretratamiento

biol6gico del material lignocelulésico.

9.5 INMOVILIZACION DE XILANASA

Las xilanasas hidrolizan los xilanos de la hemicelulosa y son producidas en
la naturaleza por numerosos microorganismos, destacindose como ya se ha
mencionado el género Trichoderma. A pesar de esto, el uso de las enzimas tiene
algunos problemas practicos, dentro de los que se destacan los altos costos del
aislamiento y purificacion, su inestabilidad en el ambiente natural una vez aisladas
y su sensibilidad a las condiciones de proceso. Ademas, se dificulta la recuperaciéon
de la enzima en su forma activa a partir de la mezcla de catélisis. Para saltear estas
dificultades se han propuesto numerosas estrategias dentro de las que se destacan
la inmovilizacién de enzimas.

La preparacion y uso de enzimas inmovilizadas permite una facil separacion
del producto y la reutilizaciéon de la enzima (Adlercreutz 2013; Liese & Hilterhaus
2013; Longo & Sanroman 2006; Sharma et al., 2001). Esto altimo constituye una de
las principales ventajas de las enzimas inmovilizadas pues su utilizaciéon durante
varios ciclos en los procesos a gran escala genera con el paso del tiempo, una
reduccion de costos (Tischer et al., 1999).

Una de las posibles soluciones entonces es producir la enzima para luego
inmovilizarla con el fin de mejorar la estabilidad a lo largo del tiempo y su

resistencia a condiciones extremas y reactivos quimicos. Ademas, la inmovilizacién
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de las xilanasas permite que las enzimas puedan ser empleadas continuamente en
operaciones en biorreactor.

A la hora de la selecciéon de la matriz se deben tener en cuenta numerosos
factores como por ejemplo: las propiedades mecanicas, tales como la durabilidad,
la flexibilidad, la resistencia al ataque de microorganismos y elementos quimicos;
su hidrofilia, como la capacidad de incorporar agua dentro de la matriz; la
permeabilidad; el costo y la disponibilidad.

Para ello muchas matrices han sido ensayadas por diferentes autores para la
inmovilizacion por atrapamiento de xilanasas, tales como alginato (Kumar et al.,
2017; Pal et al., 2012), gelatina (Maalej- Achouri et al., 2009) y quitosano (Driss et al.,
2014), poliacrilamida y agar- agar (Bibi et al., 2015).

En este sentido en el presente trabajo se compararon dos matrices: agar-
agar 25 % (p/v) y acrilamida bisacrilamida (30:1), para la inmovilizacién de
xilanasas presentes en sobrenadante de cultivo proveniente de T. atroviride LBM
117.

El agar- agar no reacciona con proteinas y ademas ha resultado eficiente en
la inmovilizaciéon de otras enzimas, como las pectinasas (Rehman et al., 2013).
Resulta ser una matriz resistente en soluciones acuosas y se mantiene en su forma
de gel en valores de pH superiores a 3. En este trabajo este polimero result6 ser una
matriz maleable y econdémica, aunque el rendimiento en la reutilizacién se vio
disminuida por el desprendimiento durante los ciclos sucesivos de uso de la
enzima. Con una concentracién del polimero de 2,5% el rendimiento fue 97 % con
tres ciclos de reutilizaciéon. En estas condiciones Bibi et al. (2015) inmovilizaron
xilanasas provenientes de Geobacillus stearothermophilum y obtuvieron un menor
rendimiento (75%) en comparacion a nuestros resultados, aunque la actividad
enzimatica se mantuvo durante cinco ciclos de reutilizaciéon con un 50 % de
actividad enzimética remanente.

La inmovilizaciéon en poliacrilamida también resulté un procedimiento

sencillo, aunque menos eficiente en comparacion con agar- agar para la
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inmovilizaciéon de xilanasas ensayadas en este trabajo, obteniéndose menor
rendimiento y un ciclo menos de reutilizacion. Esto pudo deberse a que las
cadenas laterales de la matriz fueron capaces de reaccionar con los componentes
del medio para originar grupos de acido acrilico. En estas condiciones, la enzima
estd embebida en una red tridimensional cargada negativamente formada por
muchos grupos carboxilos ionizados. La enzima asi queda expuesta a un campo
electrostatico fuerte, que puede afectar notablemente su modo de accién (Sarbu et
al., 2006).

Teniendo en cuenta el rendimiento de la inmovilizacién y los ciclos de
reutilizacion obtenidos en el presente trabajo se evidencié que la inmovilizacién en
agar- agar resultd ser mas eficiente que la poliacrilamida para las xilanasas de T.
atroviride LBM 117. Por lo tanto esta matriz fue seleccionada para continuar la

caracterizacioén y aplicacion en el pretratamiento del bagazo de cafia de aztcar.

9.5.1 Caracterizacién de las endoxilanasas inmovilizadas y libres

Al momento de la aplicacién biotecnolégica es necesario tener en cuenta la
influencia de las condiciones del proceso, como ser la temperatura, las condiciones
de pH, el efecto de ciertos iones y otros aditivos. Por este motivo en este trabajo se
caracterizé la actividad enzimatica de las xilanasas inmovilizada en diferentes
condiciones de temperatura, pH y ademads se evalud el efecto de ciertos iones

metalicos y otros aditivos sobre la actividad enzimatica.

9.5.1.1 Efecto de aditivos
Ciertas impurezas pueden estar presentes en los sustratos lignocelulésicos
que seran hidrolizados por la accién catalitica de las enzimas, por esta razén es
necesario evaluar el efecto que tiene ciertos metales y otros compuestos sobre la
actividad enzimatica. Los iones metalicos pueden actuar de diferentes maneras
sobre la actividad xilanolitica influyendo en la actividad de las enzimas de
maultiples maneras. En este sentido pueden aceptar o donar electrones para activar

electrofilos o nucleofilos; ellos mismos pueden actuar como electréfilos y pueden
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enmascarar el efecto de los nucledfilos para prevenir reacciones secundarias no
deseadas. Ademads, pueden unir enzima y sustrato y mantener los grupos
reaccionantes en la orientaciéon tridimensional requerida o pueden simplemente
estabilizar la conformacion cataliticamente activa de la enzima. En este trabajo se
evaluo el efecto de 10 mM de nueve aditivos (CaClz, ZnClz, CoCls, FeSO4, CuSO,
MgSOs, MnSOs, Urea, EDTA y KCl) sobre la actividad xilanolitica de la enzima
libre e inmovilizada en agar-agar.

Para ambos casos el cobalto fue un inhibidor de la actividad enzimética
disminuyéndola por debajo del 50%.

Garcia-Huante et al. (2016) compararon la actividad xilanolitica cuando le
adicionaban dos concentraciones distintas de diferentes iones metélicos.
Puntualmente para el caso del cobalto a 5 mM provocé una disminucién de
actividad enzimaética, sin embargo cuando la concentracién del ion fue de 1 mM no
notaron tal efecto.

Wu et al. (2006) también evaluaron la actividad xilanolitica a tres
concentraciones distintas de varios iones metalicos (0,1, 1 y 10 mM) y a la
concentraciéon de 1 mM la actividad enzimatica apenas fue del 19 % respecto al
control sin aditivo, por lo tanto, lo consideraron como un fuerte inhibidor de la
actividad catalitica. Estos resultados también concuerdan con los obtenidos por
Gaffney et al. (2009), quienes evidenciaron una disminucién en la actividad
enzimadtica en presencia de cobalto. Por el contrario otros autores sugieren que el
cobalto incrementa la actividad xilanolitica casi un 20% en presencia de 10 mM de
este metal (Poorna & Prema 2006).

Respecto al EDTA, en algunos reportes de la literatura se lo evidencia como
un supresor de la actividad enzimatica, sugiriendo que este quelante de iones
inhibe la participacion de éstos en la accion catalitica de la enzima (Kumar et al.,
2017; Garcia-Huante et al., 2016; Maalej- Achouri et al., 2009). Por el contrario en
este trabajo el EDTA mejoré la actividad xilanolitica inmovilizada. Nuestros

resultados concuerdan con los obtenidos Poorna & Prema (2006), quienes
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evidenciaron una leve influencia positiva de este quelante sobre la actividad
catalitica de las xilanasas libre. Losonczi et al. (2005) han estudiado el efecto del
EDTA sobre la actividad enzimética xilanolitica y demostraron un marcado
incremento de la actividad hidrolitica de xilanasas en presencia de EDTA. Ellos
sugieren que este aditivo ayuda a la creacién de espacios libres y accesibles para la
enzima, es decir que el EDTA y las xilanasas actuarian de manera sinérgica para

lograr un incremento en la liberacion de azacares.

9.5.1.2 Pardmetros cinéticos

La K es la cantidad de sustrato que se necesita para llegar a la mitad de la
velocidad maxima y da un indicio de la afinidad de la enzima por el sustrato.
Cuando se analizaron los valores de K obtenidos para la xilanasas inmovilizadas
en este trabajo se puede observar que este parametro es mayor por lo tanto menos
afin al xilano en comparacién a la enzima libre. El valor de Vmax arroja una
estimacion de la cantidad de sitios activos presentes en la enzima, es la velocidad
que se obtendria cuando todos los sitios de la enzima se encuentran unidos al
sustrato. Del analisis de la Vmax resulté que el valor para la enzima inmovilizada
fue menor al valor de Vmax para la enzima libre, lo que sugirié6 menor cantidad de
sitios cataliticos activos de la enzima cuando estd inmovilizada. La diferencia
descripta entre valores de Km y Vmax de las xilanasas inmovilizada respecto a la
libre puede deberse a que la distribucién espacial de la enzima en la matriz del
agar dificulté la accesibilidad del sustrato a los sitios cataliticos de la enzima.
Ademas el agar entorpece la llegada del xilano, ya que esta es una molécula de alto
peso molecular. En este sentido Bibi et al. (2015) encontraron resultados similares
cuando inmovilizaron endoxilanasa proveniente de G. stearothermophilum en agar-
agar al 2,5% donde observaron un aumento en la Km y una disminucion en la Vimax.
Estos autores sugirieron que los parametros cinéticos pueden variar dependiendo
de la matriz usada y del origen del sustrato usado ya que este es un polimero que

puede provenir de diferentes fuentes.
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En concordancia con nuestros resultados Kapoor et al. (2008) inmovilizaron
xilanasa por atrapamiento en gelatina y observaron un aumento en la Km con una
disminucion en la Vmax cuando usaron xilano de madera de haya como sustrato.
Los autores sugirieron que este hecho pudo deberse a la resistencia de la
transferencia de masas del sustrato en la matriz de inmovilizacién y ademas
afirmaron que el tamafio de poro para la difusion del sustrato fue pequefio lo que
dificulté6 la penetracion del xilano en las profundidades de la matriz y en
consecuencia la enzima no puedo hidrolizar el sustrato aun teniendo su sitio
catalitico activo. Por otro lado, puede ocurrir que en las regiones de la matriz
donde la enzima es altamente activa por el posicionamiento, se acumulen altas
cantidades de producto impidiendo la llegada de nuevo sustrato. La disminucién
en los valores de Vmax sugiere que puede deberse a cambios conformacionales
ocasionados por el nuevo entorno generado y a que los sitios activos de las

enzimas pueden estar obstruidos por la matriz empleada.

9.5.1.3 Termoestabilidad

Uno de los principales objetivos de la inmovilizaciéon de enzimas es
incrementar la termoestabilidad. En este trabajo se evalu6 la termoestabilidad de la
enzima libre y la inmovilizada a 30, 40 y 50°C. Como resultado se obtuvo que la
inmovilizacion incrementara la termoestabilidad a 50°C logrando niveles de 40%
de actividad a las 24 h de incubacién mientras que en la libre no super6 las 12 h. En
este sentido es amplia la bibliografia que soporta la idea de un incremento de la
termoestabilidad cuando la enzima se inmoviliza. Tal es el caso de Kumar et al.
(2017) quienes reportaron un incremento de estabilidad enzimatica a 60°C cuando
inmovilizaron xilanasas por atrapamiento. Bibi et al (2015) también lograron
incrementar la termoestabilidad de las xilanasas cuando esta se inmoviliz6 en agar-
agar. Dicha tolerancia térmica se desarrolla debido al efecto estabilizador del
soporte de inmovilizaciéon que ayuda a proteger la estructura conformacional de la

enzima a la exposicion directa al calor y eventualmente disminuye la velocidad de
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desnaturalizaciéon de la enzima manteniendo la estructura catalitica. Otras enzimas
como las pectinasas también han aumentado su termoestabilidad mediante
inmovilizacion en agar- agar, incrementando la estabilidad a 30 y 40°C logrando
mantener entre el 70 y 80% de actividad después de las 120 h de incubacion,
mientras que a 50°C la actividad cae después de 72 h de incubacion. Otros autores
también evaluaron la actividad catalitica de lacasa inmovilizada por atrapamiento
y detectaron que la actividad declinaba mas lentamente respecto a la enzima libre
en las mismas condiciones, sugiriendo que el soporte mantiene inalterable la
conformaciéon activa de la enzima disminuyendo el efecto ocasionado por el

impacto de altas temperaturas (Lu et al., 2007).

9.5.2 Analisis de la microestructura de matriz utilizada para la
inmovilizacion

La microscopia electrénica de barrido, es la estrategia mas ampliamente
utilizada para caracterizar propiedades tales como la forma, tamafio y distribucién
de materiales a nanoescala. En este trabajo se comparé la morfologia superficial del
agar- agar con y sin la enzima inmovilizada utilizando SEM. En la microfotografia
donde se observé la matriz conteniendo a la enzima inmovilizada se pudo
visualizar pequefias particulas agregadas ocupando poros formados sobre la
superficie de la matriz. Sin embargo, esas particulas no se observaron en la matriz
donde no fue inmovilizada las enzimas. Resultados similares observaron Bibi et al.
2015, cuando inmovilizaron xilanasas en agar- agar. Anélisis similares de SEM
para otras enzimas también revelaron microestructuras similares. Asi Rehman et
al., 2013, pudieron observar sobre la superficie del agar- agar poros cubierto con
agregados cristalinos, los cuales los autores suponen que fueron las pectinasas que
inmovilizaron en agar- agar. Bilal et al, 2016 también visualizaron cambios
notorios a nivel superficial del agar- agar cuando inmovilizan manganeso
peroxidasa sugiriendo que este hecho se debi6 a que las enzimas se inmovilizaron
por atrapamiento. Nawas et al. (2016) también inmovilizaron por atrapamiento en

agarosa maltasa y examinaron los cambios en la superficie de la matriz utilizando
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SEM vy detectaron agregados irregulares sobre la agarosa después de la
inmovilizacion, la cual previamente se veia como una superficie homogénea,

atribuyendo estos cambios a la inmovilizacién de la enzima.

9.6 IDENTIFICACION MOLECULAR Y CARACTERIZACION DE LA REGION
ESTRUCTURAL DE UN GEN DE XILANASA DE T. atroviride LBM 117

Las especies de Trichoderma han sido identificadas hace mas de 200 afios por
Persoon (Persoon 1794). Estas especies se caracterizan por ser cosmopolitas
colonizando materia muerta en descomposicion.

Existen numerosas dificultades que se presentan a la hora de Ia
caracterizaciéon morfoldgica del género Trichoderma principalmente relacionadas a
la homoplasia de los caracteres fenotipicos y tiene la desventaja de que especies
poco relacionadas tienen la morfologia del micelio muy similar en los mismos
medios de cultivo.

Los métodos moleculares representan una estrategia sensible y rapida en
comparacion a las técnicas morfolégicas y son utilizadas para complementarlas
(Chakraborty et al., 2011). Sin embargo, se sabe que para la correcta identificacion a
nivel de especie de un organismo es necesario integrar varios métodos y asi poder
considerar mas de un criterio y eliminar la mayor cantidad de errores posibles.

La cepa LBM 117, hongo seleccionado en este trabajo fue identificado
preliminarmente como Trichoderma atroviride por nuestro grupo de investigacion
utilizando claves morfolégica y tinicamente las secuencias de las regiones ITS del
rDNA (datos no publicados). Sin embargo, actualmente es sabido que los ITS por si
solos no son suficientemente informativos para resolver especies estrechamente
relacionadas en géneros como Trichoderma. En este sentido Kopchinskiy et al. (2005)
encontraron numerosos errores de identificacién entre las secuencias depositadas
en Genbank, que a menudo no incluye todas las especies del género. Sumado a
esto, se han encontrado copias paralogas de genes que codifican ARN en algunos

géneros de Hypocreales que pueden resultar en identificaciones engafiosas basadas
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en ITS tnicamente. Es por eso que en resulta de gran utilidad la aplicaciéon de otros
marcadores moleculares. Dentro de estos se destacan los marcadores tefl y rpb2
que son genes de copia tnica, los que tienen la ventaja de que cualquier variacién
de secuencia en una espora puede atribuirse inequivocamente a una variante. Estos
marcadores moleculares son utilizados para estudios de relaciones evolutivas en
numerosas especies incluyendo géneros de hongos filamentosos. Sumado a esto
numerosos autores han reportado la amplificacién de dichas secuencias para la
identificacion de especies del género Trichoderma morfolégicamente similares
incluso son muy ttiles para el analisis de niveles taxonémicos superiores (Chaverri
et al., 2003; Jaklitsch et al., 2009; Helgason et al., 2003). El gen que codifica para el
factor de elongacion 1-alpha (fefl) suele estar presente en una sola copia y tiene un
alto nivel de secuencias polimorficas entre especies emparentadas y codifica el
factor de elongacion de la traduccion que controla la velocidad y la fidelidad de la
sintesis de proteinas. En este sentido el uso de marcadores presentes en genes de
copia Unica que codifican proteina podrian ser una solucién a los multiples
problemas asociados con marcadores basados en rDNA. Aunque se reconoce que
los marcadores que codifican proteinas, incluido el gen rpb2, tienen un mejor
poder de resolucion de especies que los marcadores de ADNr, poseen la
desventaja de carecer de cebadores universales lo que limita su utilizacién como
posibles c6digos de barras. Pero de todos modos se presentan como marcadores
complementarios a los tipicos ITS (Vétrovsky et al., 2016).

La base de dato TrichoBLAST (http://www.isth.info/tools/blast) permite
identificar los aislados de Trichoderma basados en los cinco marcadores
tilogenéticos mas frecuentemente utilizados para este género: (1) ITS1 y ITS2, (2)
tefl: cuarto intrén, (3) tefl: quinto intrén, (4) tefl: sexto exon, y (5) rpb2. Teniendo
en cuenta que las bases de datos de referencia de TrichOKEY y TrichoBLAST
(ISTH 2008) se actualizan constantemente de acuerdo con los ultimos hallazgos,

estas herramientas de busqueda on line resultan muy eficientes y permiten
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identificar los aislados de Trichoderma o sugerirlos como representantes de especies
potencialmente nuevas (Sharma et al., 2017).

En este trabajo la identificacion del aislamiento en estudio LBM 117 fue
confirmada utilizando los marcadores tefl y rpb2. Para corroborar la identidad se
realizaron dendogramas que reflejaron el agrupamiento de la cepa en un tnico
clado con otra cepa de T. atroviride dentro de la seccién Trichoderma.

Para evitar mas confusion en la filogenia de hongos, que se almacenan en
colecciones de cultivos microbianos y que son reportados para su uso en
aplicaciones biotecnoldgicas, como la producciéon de enzimas, es vital realizar
estudios y caracterizacién de genes a nivel sistemético y del tipo funcional-
comparativos (Hilden et al., 2008).

La identificacion de la cepa en estudio también fue corroborada con la
amplificaciéon de la region estructural del gen que codifica para una endoxilanasa y
la secuencia de la proteina mostr6 un 99% de identidad. Confirmando de esta
manera de identidad de la cepa.

Respecto a la secuencia nucleotidica obtenida en este trabajo corresponde a
una endoxilanasa correspondiente a la familia 11 de las glicosil hidrolsas (EC
3.2.1.8). Las proteinas integrantes de esta familia de las glicosil hidrolasas (las
anteriormente llamadas familia G) tienen secuencias génicas, estructuras proteicas
y mecanismos cataliticos similares y se caracterizan por ser altamente selectivas
respecto al sustrato con una alta eficiencia catalitica. Estas enzimas son de bajo
peso molecular y se denominan “verdaderas xilanasas”, ya que son activas

especificamente sobre sustratos que contienen D-xilosas (Motta et al., 2013).

9.7 APLICACION EN EL PRETRATAMIENTO DE LA XILANASA PERTENECIENTE A
TRICHODERMA ATROVIRIDE LBM 117

El bioetanol de segunda generacion es el que se produce a partir de residuos
lignocelul6sicos provenientes de la forestoindustria, los cuales representan una
fuente abundante de carbohidratos y de bajo costo, con la ventaja adicional de ser

sustratos renovables y por lo tanto, amigables con el ambiente. Estos residuos estan
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compuestos principalmente de lignina, celulosa y hemicelulosa. La lignina y la
hemicelulosa se encuentran recubriendo a la celulosa haciéndola impermeable.

Segiin el documento “Biotecnologia Argentina al 2030”, nuestro pais
aprovecha sus ventajas comparativas, integrando nuevas cadenas de mayor valor
agregado: desde la produccién de cultivos hasta el procesamiento de residuos
agricolas, industriales y urbanos. De esta manera, presenta a la biomasa como un
componente esencial de la producciéon de energia, combustibles, insumos
industriales y materiales de distinto tipo.

En este sentido, la utilizaciéon de la biomasa lignocelulésica ha emergido
como la tecnologia mas destacada para la produccion eficiente de bioetanol y otros
productos de valor agregado. Entre los materiales lignocelulésicos prospectivos
para la produccion de este combustible, se encuentra el bagazo de cafia de aztcar
(Talebnia et al., 2010) que se genera como consecuencia de la fabricaciéon de aztcar
a partir de la cafia de aztcar.

A nivel nacional, el uso del bagazo de cafa de aztcar para la produccién de
bioetanol se empez6é a fomentar a partir de la sancién de la ley 26.334 en 2008
“Régimen de promociéon de la produccion de bioetanol”, donde se contempla
impulsar la conformacién de cadenas de valor mediante la integraciéon de
productores de cafia de azticar e ingenios azucareros en los procesos de fabricaciéon
de bioetanol.

El pretratamiento de la biomasa es el primer paso en el proceso del
bioetanol y es la etapa que presenta los mayores desafios. Se considera como el
paso critico y tiene un gran impacto en la digestibilidad de la celulosa e influye
fuertemente en los costos derivados de desintoxicacién, carga de enzimas,
demandas de tratamiento de desechos y otras variables. El pretratamiento
constituye mas del 40% del coste total del proceso. Un pretratamiento adecuado
puede aumentar la concentracion de azacares fermentables después de la hidrélisis
enzimadtica, incrementando asi la eficiencia general del proceso. Un pretratamiento

ideal evita las necesidades de reduccién de tamafio de la biomasa y hace que ésta
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sea susceptible de hidrdlisis rdpida con mayores rendimientos de aztcares
monoméricos, ademds debe limitar la formaciéon de compuestos inhibidores y
minimizar las demandas de energia y los requerimientos de capital y costo
operacional (Sindhu et al., 2016).

En este trabajo se seleccion6 una combinacién de dos estrategias para lograr
un pretratamiento eficiente del bagazo de cafia de aztcar. Para ello en primer lugar
se pretrato el material con NaOH 3% (Castrillo 2015). El pretratamiento con alcalis,
provoca un hinchamiento de las fibras y se llevan a cabo reacciones del tipo
sulfatacion y saponificacion (Castrillo 2015). Esto provoca un estado de
inflamacién de los componentes de la pared celular lo que la torna mucho mas
accesible a enzimas. Thomas et al. (2016) pretrataron bagazo de cafia de aztcar con
NaOH 2% y luego sometieron al residuo a una hidrélisis con sobrenadante
producido por Aspergillus, enriquecido en xilanasas y suplementado con celulasas
comerciales y lograron superar la concentracién de aztcares reductores en
comparacion a los ensayos llevados a cabo sin el agregado de xilanasas, por lo que
sugieren que la incorporacién de xilanasas mejora el rendimiento del proceso.
Yang et al. (2015) evaluaron el efecto de la adicién de xilanasas en una etapa
posterior a un pretratamiento con acido diluido, logrando incrementar los niveles
de glucosa liberados en comparacién al control. Esto sugirié un comportamiento
sinérgico de dichas enzimas con las celulasas e incluso postularon la idea de un
efecto bloqueador sobre el xilano que ejercen estas enzimas incrementando la
porosidad del material haciendo que las fibras se tornen més susceptibles al
ataque. A pesar de esto los autores sugirieron que la accién de las xilanasas se
potencié con la utilizacién de surfactantes como el polietilenglicol.

La utilizacién de pretratamientos alcalinos se prefieren respecto a los acidos,
ya que algunos autores sugieren que a pesar de que el aquellos que utilizan acidos
pueden eliminar de manera mas eficiente la lignina también ocasionan pérdidas
significativas de la hemicelulosa y hasta de celulosa lo que por lo tanto disminuye

el rendimiento de proceso (Maitan- Alfenas et al., 2015)
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La etapa siguiente al pretratamiento es la hidrolisis enzimética la cual incluye los
pasos de procesamiento que convierten los polimeros de carbohidratos en aztcares
monoméricos. Por lo tanto, la cristalinidad de la celulosa y su grado de
polimerizacién, la accesibilidad a las fibras que es impedida por el efecto protector
de la lignina y el revestimiento por hemicelulosas, son los principales factores que
contribuyen a la resistencia de la biomasa a esta hidrélisis y por lo tanto afectan
directamente la eficiencia del proceso (Sindhu et al., 2016). En este trabajo se ha
logrado convertir a aztcares el 63% de la holoocelulosa presente en bagazo de cafia
de aztcar pretratado quimica y biolégicamente. Asi Liu et al. (2017) han descripto
que utilizando un céctel enzimatico comercial sobre bagazo de cafia de aztcar
pretratado con alcalis a diferentes consistencias obtuvieron 48% de conversiéon de
celulosa. Por otro lado, Da Silva et al. (2016) reportaron niveles de 80% de
conversion de celulosa aplicando un céctel enzimatico comercial al bagazo de cafia
de azdcar con un pretratamiento hidrotérmico. La bibliografia en este sentido es
muy diversa y los niveles de conversiéon dependen del material que se hidroliza y
de los pretratamiento que han recibido. Para la produccién de etanol celulésico,
Eliana et al. (2013) compararon el efecto de diferentes pretratamientos sobre el
pasto elefante y mostraron que el pretratamiento alcalino con NaOH provocé
cambios en mayor medida sobre la lignina dejando casi intacta a la hemicelulosa y
a la celulosa y fue este pretratamiento que mostré el rendimiento mas elevados en
la hidrélisis, y fermentacion simultdnea. Los autores de Souza Moretti et al. (2016)
compararon el resultado de la hidrélisis de bagazo de cafia de aztcar pretratado
con irradiacién y con el bagazo sin pretratar y mostraron que después de la
hidrélisis enzimatica con celulasas comerciales lograron los mayores niveles de
azlcares monoméricos, sugiriendo que el pretratamiento hace a las fibras mas
susceptibles al ataque enzimético. Resultados similares se obtuvieron en este
trabajo donde el material pretratado permiti6 la obtencién de los mayores niveles
de azucares fermentables. En este sentido las acciones de los pretratamientos

fueron evidenciados en las microfotografias, donde se observaron a las fibras més
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rejaladas y laxas en comparacién al bagazo de cafia que no recibié pretratamiento
que se mostraron rigidas y con un alto grado de organizacién. Pal et al. (2017)
también observé cambios a nivel estructural del bagazo de cafia de azdcar cuando
fueron pretratados con explosiéon de vapor y en el bagazo de cafia de aztcar sin
pretratar observaron una estructura compacta, sugiriendo la necesidad de
pretratamiento para permitir la permeabilidad de las enzimas hidroliticas.
Resultados similares observaron Liu et al. (2017) y atribuyeron la distencién de las

tibras registradas por SEM al efecto del bisulfito durante el pretratamiento.
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1. Las pruebas de screening cualitativo y cuantitativo con xilano de madera de
haya como fuente de carbono, mostraron que T. harzianum LBM 094, T.
harzianum LBM 103, T. atroviride LBM 117, Trichoderma sp. LBM 192,
Trichoderma sp. LBM 193, cepas autoctonas de la provincia de Misiones
(Argentina), exhibieron el mejor potencial xilanolitico presentdndose como
candidatos promisorios para su utilizaciéon en la bioconversiéon de la

biomasa lignoceluldsica.

2. Los niveles de actividad xilanolitica de las 5 cepas de Trichoderma
dependieron de la concentraciéon del bagazo de cafia de aztcar. Todas las
cepas mostraron los niveles mds altos de actividad con las mayores

concentraciones del residuo, mejorando o igualando al control en 4 cepas.

3. La actividad xilanolitica fue modificada debido al efecto de la luz,
observandose que el nivel més alto de actividad se adelant6 entre 3 y 6 dias
respecto a los ensayos desarrollados en ausencia de luz; permitiendo
ademas mejorar la actividad en 4 cepas. Asi mismo, se puedo evidenciar
cambios en los perfiles enzimaticos de Trichoderma sp. LBM 193 y T.
harzianum LBM 094. Mientras que las cepas T. atroviridle LBM 117,
Trichoderma sp. LBM 192 y T. harzianum LBM 103 mostraron el mismo perfil

isoenzimético en ambos ensayos.

4. Las caracteristicas de las actividades xilanoliticas fueron iguales en ambos

ensayos. La temperatura 6ptima de actividad se mantuvo entre 45 y 50°C y
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el pH 6ptimo entre 4,8 y 5. La mayor termoestabilidad se evidencié a 30°C y
pH 4,8 para todas las cepas.

T. atroviridke LBM 117 fue seleccionado para su aplicaciéon en el
pretratamiento de bagazo de cafa de aztcar, por mostrar altos niveles de
actividad xilanolitica y la mayor termoestabilidad a 30°C, caracteristica que

facilita la aplicacion en el proceso biotecnolégico que se pretende.

Los niveles de la actividad xilanolitica de T. atroviride LBM 117 fueron
optimizados, alcanzando 45 U mL-1 en medio de cultivo Mandels con 1,4406
g L1 de sulfato de amonio y 1,1115 g L-! de urea, suplementado con 30 g L1
de bagazo de cafa de aztcar y cultivado a 28°C en presencia de luz y con

agitacion a 100 rpm.

La produccién de xilanasas a partir de T. atroviride LBM 117 en el medio de
cultivo suplementado con bagazo de cafia de azticar como tnica fuente de
carbono en reemplazo del xilano de madera de haya result6 ser 57 veces
mas econdmica, posiciondndose como una alternativa de relevancia para

iniciar el escalado de la produccién.

La identificacién de la cepa seleccionada como T. atroviride LBM 117 fue
confirmada mediante identificacién molecular utilizando los marcadores
RPB2 y tefl. Ademas se pudo lograr la amplificacion de una region
estructural de 720 pb correspondiente al gen de una endoxilanasa que
codifica para una proteina madura de 203 aminoécidos perteneciente a la
familia 11 de las glicosilhidrolasas, la cual se sabe es monoespecifica de la

endohidrélisis del xilano.

La inmovilizacién por atrapamiento de las xilanasas provenientes de T.

atroviride LBM 117 en la matriz agar-agar result6 ser mas eficiente respecto a
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10.

11.

12.

la poliacrilamida debido a que mostr6 el mejor rendimiento y permitié la
reutilizaciéon por mas ciclos. Con microscopia electrénica de barrido se
evidenci6 la presencia de pequefios acimulos en la superficie del agar lo

que evidencié de manera indirecta la efectividad de la inmovilizacion.

De la evaluaciéon de las caracteristicas de las actividades xilanoliticas se
observo que el pH 6ptimo de la enzima inmovilizada fue de 3 mientras que
la enzima libre fue de 4. La temperatura 6ptima de actividad para la
inmovilizada fue de 50°C, mientras que para la enzima libre fue entre 30 y
60°C. La enzima inmovilizada mostr6 ser més estable a 50°C que la enzima
libre. Por lo tanto, el proceso de inmovilizacién incremento el tiempo de
utilizacion de la enzima, factor fundamental en el desarrollo industrial de

un biocatalizador inmovilizado.

En la enzima inmovilizada el Co inhibid la actividad enzimatica, mientras
que el Zn y el EDTA la incrementaron tal como ocurre con la enzima libre.
La Vmax de la enzima libre fue mas elevada que la registrada para la enzima
inmovilizada por lo que se asume que la cantidad de sitios activos de esta
tltima podrian estar disminuidos. La Km de la enzima inmovilizada fue
mayor lo que sugiere que la inmovilizacién provoca una disminucién de la

afinidad por el sustrato.

La combinacién de pretratamiento alcalino con la utilizaciéon de xilanasas
libre obtenida del cultivo de T. atroviride LBM 117 result6 ser el tratamiento
mas eficiente ya que mostré los niveles mas altos de conversion de
holocelulosa. Los efectos del pretratamiento biol6gico (alteracion en la
estructura del parénquima y de los vasos conductores) incrementaron la
exposicion de las fibras de celulosa, que se mostraron mas laxas y

desorganizadas, facilitando la liberacion de aztcares reductores durante los
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tratamientos. Ademas se evidencié que todas las xilanasas testeadas en este
trabajo durante el pretratamiento de bagazo de cafa de azicar
deslignificado con hidréxido de sodio, permitieron obtener mayores niveles

de azticares fermentables respecto al pretratamiento alcalino tnicamente.
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