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Figura 1. Residuos lignocelulésicos de la region noreste argentino,
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en Argentina (tomado de Uasuf & Hilbert, 2012). b) Distribucién de las
plantaciones forestales de la provincia de Misiones (tomado de Uasuf &
Hilbert, 2012). ¢) Cosecha de cafa de azlcar en la provincia de Misiones. d)
Plantaciones de mandioca en Misiones e) Cosecha de mandioca en Misiones.

Figura 2. Principales componentes y estructura de la biomasa lignocelulosa.
(Tomado de Isikgor & Becer, 2015 con modificaciones).
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2016).

Figura 4. Enzimas del complejo xilanolitico. EX, endo-1,4-B-xilanasa; ER,
extremo reductor; ENR; extremo no reductor (Tomado de Gupta et al., 2016
con modificaciones).

Figura 5. Estructura tipica del conidiéforo de especies de Aspergillus. a)
Conidioforos; b) cabezas conidiales. (Tomado de Abarca, 2000 con
modificaciones). c¢) Colonia de Aspergillus, d) cabeza conidial observada al
microscopio y e) al microscopio electrénico de barrido (Autoria propia).

Figura 6. Selva Paranaense y Yungas. a) Mapa de distribucion de la Selva
Paranaense (NEA argentino) y de las Yungas (NOA argentino) (Tomado de
Fundacion ProYungas, 2019). b) y c) Fotos de la Selva Paranaense (Tomado de
Phillip Capper, 2011 y de la Unidad de Manejo del Sistema de Evaluacién
Forestal -UMSEF- del Ministerio de Ambiente y Desarrollo Sustentable -
MAyDS-, 2019, respectivamente). d) y e) Fotos de las Yungas (Tomado de
Fiona Brown, ProYungas, 2019 y de Juan Pablo Moro, ProYungas, 2019).

Figura 7. Localidades de recoleccion. a) Mapa de Misiones. b) Mapa fisico-
politico de Misiones, los pines representan la zona de recoleccion de los
aislamientos: pine rojo, Posadas; pine amarillo, Santo Pipd; pine violeta,
Leandro N. Alem; pine naranja, Aristdbulo del Valle.

Figura 8. Aislamiento de hongos Aspergillus de Misiones. Caracteristicas
macroscoépicas (derecha) y microscopicas (izquierda) de los hongos del género
Aspergillus aislados en suelo, hojas, madera y frutas en descomposicion en
Misiones. Los aislados crecieron en placas de PDA por 7 dias. Las cabezas
conidiales, caracteristica de este género, se indican con una flecha.

Figura 9. Actividad EX de los aislamientos de Aspergillus durante 20 dias de
incubacion. Cada barra representa el total de la actividad EX de un
aislamiento (LBM) y los diferentes colores corresponden la actividad EX
proporcional a cada dia de incubacidn determinada en los sobrenadantes de
los aislamientos.

Figura 10. Mejor actividad EX de cada aislamiento de Aspergillus. Actividad
EX determinada en los sobrenadantes de los 25 aislamientos de Aspergillus
evaluados y de T. atroviride LBM 117 utilizado como control positivo. Los dias
arriba de las barras significan los dias de mayor actividad EX.

Figura 11. Mejor actividad BXL de cada aislamiento de Aspergillus. Actividad
BXL determinada en los sobrenadantes de los 25 aislamientos de Aspergillus
evaluados y de T. atroviride LBM 117 utilizado como control positivo el dia 12
de incubacion.

Figura 12. Actividad proteolitica presente en los sobrenadantes de los
aislamientos de Aspergillus y de T. atroviride LBM 117 (control positivo). a)
Actividad caseina-proteasa determinada en ensayos de placa de leche
descremada 1 % (p/v) el dia de mayor actividad EX y BXL y b) actividad
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gelatina-proteasa en ensayos de placa de gelatina 1 % (p/v) en buffer acetato
de sodio 0,05 M pH 4,8. Se utilizé el sobrenadante que presenté mayor
actividad EX de cada aislamiento fungico.

Figura 13. PCA de las actividades enzimaticas de los aislamientos de
Aspergillus y del control positivo. a) Grafico de las variables seguin los 2
primeros componentes principales, CP 1y CP 2 para la actividad EX de los dias
gue mostraron significancia estadistica; del dia 10 (EX dia 10); del dia 12 (EX
dia 12); del dia 14 (EX dia 14); del dia 16 (EX dia 16) y del dia 20 (EX dia 20);
para la actividad BXL del mejor dia de produccién y para las actividades
proteoliticas sobre gelatina y sobre caseina. b) Grafico de posicionamiento de
los aislamientos segun los 2 primeros componentes principales, CP 1y CP 2.
Los aislamientos posicionados cerca de las variables presentan mayor
influencia de estas.

Figura 14. Andlisis de conglomerados de los aislamientos de Aspergillus y
del control positivo. La clasificacion de los aislamientos se basé en sus
actividades enzimaticas y se formaron 6 grupos con diferentes caracteristicas.

Figura 15. Efecto de residuos agroindustriales y actividad EX. Efecto de los
bagazos de cafia, mandioca, aserrines de pino y eucaliptus (10 gL?) sobre la
actividad EX de los aislamientos LBM 055 y LBM 134.

Figura 16. Efecto de bagazos y agitacion sobre la EX de los aislamientos LBM
055y 134. Efecto de la agitacidn y de diferentes concentraciones de a) bagazo
de cafia de azlcar y b) de bagazo de mandioca sobre la actividad EX de los
aislamientos.

Figura 17. Arbol de las secuencias concatenadas de ITS, Bt y CMD obtenido
por el método NJ. El alineamiento multiple se realizé entre las secuencias de
Aspergillus sp. LBM 134 (sefalado con la flecha roja) y secuencias obtenidas
de GenBank (NCBI) reportadas por Varga et al. (2011). El recuadro rojo
muestra el cluster donde se ubica el aislamiento junto con el valor de
Bootstrap correspondiente.

Figura 18. Arbol de las secuencias concatenadas de ITS, Bt y CMD obtenido
por el método ML. El alineamiento multiple se realizd entre las secuencias de
Aspergillus sp. LBM 134 (sefalado con la flecha roja) y secuencias obtenidas
de GenBank (NCBI) reportadas por Varga et al. (2011). El recuadro rojo
muestra el cluster donde se ubica el aislamiento junto con el valor de
Bootstrap correspondiente.

Figura 19. Macro-morfologia y produccion de acido en medio CREA de
Aspergillus sp. LBM 134. El hongo se desarrollé durante 7 dias en medio MEA
a 25 °Ca) anverso y b) reverso; CYA a 25 °C c) anverso y d) reverso; CYA a 30
°C e) anverso y f) reverso; CYA a 37 °C g) anverso y h) reverso; CYAS 25 °C i)
anversoy j) reverso. Producciéon de dcido en medio CREA, k) placa con indculo
y 1) placa sin inéculo.

Figura 20. Prueba de Ehrlich para la produccidn de acido ciclopiazénico de
Aspergillus sp. LBM 134. Se utiliz6 el método del papel de filtro Whatman
nuamero 1. a) Micelio desarrollado en medio CYA de donde se extrajeron los
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tacos. b) El papel de filtro no exhibié anillos de color lo que evidencid la
ausencia de reaccidn del aislamiento con el reactivo.

Figura 21. Micro-morfologia de Aspergillus sp. LBM 134. a) Conidiéforo a
10X, b) estipite y c) vesicula a 40X, d) y e) conidios a 1000X, f) y g)
esclerocios vistos con lupa.

Figura 22. Graficos de Pareto para la actividad EX de A. niger LBM 134. El
largo de las barras es proporcional al efecto estandarizado de la fuente de
nitrégeno sobre la actividad EX del hongo. Estas fueron las variables
estadisticamente significativas a un nivel de confianza del 95 %. EL, extracto
de levadura; TB, tripteina bacterioldgica; P, peptona; U, urea.

Figura 23. Graficos de superficie de respuesta para la actividad EX de A. niger
LBM 134 crecido en medio con bagazo de cafia de azlcar. Los graficos
muestran los efectos interactivos de a) extracto de levadura (EL) y tripteina
bacterioldgica (TB) cuando la concentracidn de peptona (P) se mantuvo fija
en su nivel medio; b) los efectos de TB y P cuando la concentracion de EL se
mantuvo fija en su nivel medio; c) los efectos de EL y P cuando la
concentracién de TB se mantuvo fija en su nivel medio.

Figura 24. Grafico de superficie de respuesta para la actividad EX de A. niger
LBM 134 crecido en medio con bagazo de mandioca. El grafico muestra los
efectos interactivos entre las dos variables optimizadas, peptona (P) y urea
().

Figura 25. Optimizacién de la concentracion de indculo y de las variables
fisicas para la actividad EX de A. niger LBM 134 en medios con bagazos de
cafa de azlcar y de mandioca. Efecto del pH, tamafio de particula del
sustrato, concentraciéon de esporas, luz y temperatura sobre el hongo
creciendo en medio optimizado con a-d) bagazo de cafia de azucar y e-h) con
bagazo de mandioca.

Figura 26. Temperatura éptima de la actividad EX de A. niger LBM 134, a) en
sobrenadantes optimizado con bagazo de cafia de azlicar y b) en
sobrenadantes optimizado con bagazo de mandioca.

Figura 27. pH o6ptimo de la actividad EX de A. niger LBM 134, a) en
sobrenadantes optimizado con bagazo de cafia de azlicar y b) en
sobrenadantes con bagazo de mandioca.

Figura 28. Termoestabilidad de la actividad EX de A. niger LBM 134.
Estabilidad enzimatica en el tiempo cuando se incubd a 4, 30, 40 y 50 °C los
sobrenadantes optimizados de a) bagazo de cafia de azucar y b) bagazo de
mandioca. El 100 % correspondié a 110 UmL™ en el caso del bagazo de cafia 'y
158 UmL™ en el caso de del bagazo de mandioca.

Figura 29. Estabilidad en pH de la actividad EX de A. niger LBM 134.
Estabilidad enzimatica en el tiempo cuando se incubd a pH 5, 6 y 7C los
sobrenadantes optimizados de a) bagazo de cafia de azucar y b) bagazo de
mandioca. El 100 % correspondié a 110 UmL™ en el caso del bagazo de cafiay
158 UmL™ en el caso de del bagazo de mandioca.
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Figura 30. Deteccion de EXs de A. niger LBM 134 en sobrenadantes
optimizados y sus controles. ND-PAGE en condiciones nativas utilizando
tincion con Rojo Congo. Carril 1, carril 2 y carril 3, sobrenadantes provenientes
del hongo crecido en medio optimizado con bagazo de mandioca; carril 4 y
carril 5, sobrenadantes provenientes del hongo crecido en medio control de
la optimizacién con bagazo de mandioca; carril 6 y carril 7, sobrenadantes del
hongo crecido en medio control de la optimizacién con bagazo de cafia de
azucar; carril 8, carril 9 y carril 10, sobrenadante del hongo crecido en medio
optimizado con bagazo de cafia de azucar. Se sembraron 20 pg de
proteinas/pocillo para cada condicion evaluada.

Figura 31. Deteccion de proteinas totales de A. niger LBM 134 en
sobrenadantes optimizados y sus controles. SDS-PAGE utilizando tincidn de
nitrato de plata. Carril 1, carril 2 y carril 3, proteinas totales presentes en
sobrenadantes del hongo crecido en medio optimizado con bagazo de
mandioca por triplicado; carril 4, proteinas totales en el sobrenadante del
hongo crecido en medio control de la optimizacién con bagazo de mandioca;
carril 5, proteinas totales en el sobrenadante del hongo crecido en medio
control de la optimizacion con bagazo de cafia de azucar; carril 6, carril 7 y
carril 8, proteinas en sobrenadantes del hongo crecido en medio optimizado
con bagazo de cafia de azucar. Se sembraron 20 pg de proteinas/pocillo de
los sobrenadantes optimizados y 10 pg de proteinas/pocillo de los
sobrenadantes controles. Carril 9, marcador de peso molecular en kDa
(Kaleidoscope, BioRad).

Figura 32. Diagrama de Venn de los cuatro secretomas de A. niger LBM 134
crecido en los diferentes medios de cultivo. Distribucién de las 166 proteinas
identificadas en los cuatro secretomas del hongo crecido en los diferentes
medios: BCA, medio optimizado con bagazo de cafia de azucar; Control BCA,
medio control del medio con bagazo de cafia de azucar; BM, medio
optimizado con bagazo de mandioca; Control BM, medio control del medio
con bagazo de mandioca.

Figura 33. Dispersion de las proteinas identificadas en los cuatro secretomas
segun su masa molecular (MM) y punto isoeléctrico (pl). Las estrellas rojas
corresponden a todas las proteinas presentes en los cuatro sobrenadantes,
los provenientes de los medios optimizados con bagazo de cafia de azlcar y
bagazo de mandioca y los provenientes de los medios controles.

Figura 34. Cantidad de proteinas diferentes segin su accidon bioldgica
identificadas en los cuatro secretomas de A. niger LBM 134. Diferentes
proteinas identificadas con actividad enzimatica sobre los carbohidratos
(CAZy), lipidos (lipasas), proteinas (proteoliticas) y lignina (ligninoliticas) del
hongo crecido en los diferentes medios a) en medio optimizado con bagazo
de cafa de azucar; b) en medio optimizado con bagazo de mandioca; c)
control del medio con bagazo de cafia de azucar; d) medio control del medio
con bagazo de mandioca.

Figura 35. Cantidad de proteinas diferentes segin su modo de accién
enzimatico, identificadas en los secretomas de A. niger LBM 134 crecido en
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los medios optimizados. a) crecido en medio optimizado con bagazo de cafa
de azucar y b) crecido en medio optimizado con bagazo de mandioca.

Figura 36. Enzimas encargadas de la degradacion de los componentes
carbonados de la pared celular vegetal presentes en los secretomas de A.
niger LBM 134 crecido en los medios optimizados. Diferencia en nimero de
las enzimas presentes en el secretoma del hongo crecido en los medios
optimizados con a) bagazo de cafia de azucar y con b) bagazo de mandioca.
Diferencia en abundancia relativa de las enzimas identificadas en los
secretomas del hongo crecido en los medios optimizados con c) bagazo de
cafia de azucar y con d) bagazo de mandioca.

Figura 37. Cantidad y proporcién relativa de CAZy identificadas en los
secretomas de A. niger LBM 134 crecido en los medios optimizados. a)
Distribucion del nimero de enzimas GHs, CEs y PLs en cada familia GH
detectadas en ambos secretomas del hongo crecido en los medios
optimizados. b) Proporcidn relativa de las enzimas GHs de cada familia GH, de
las enzimas CEs de cada familia CE y de las enzimas PLs de cada familia PL en
ambos secretomas del hongo crecido en los medios optimizados. BCA, bagazo
de cafa de azucar; BM, bagazo de mandioca.

Figura 38. Actividades enzimaticas de A. niger LBM 134 en los
sobrenadantes optimizados con bagazo de cafia de aztcar (BCA) y con
bagazo de mandioca (BM). El potencial hidrolitico de los sobrenadantes del
hongo se evalud en diferentes sustratos: EX, actividad endoxilanasa; BXL,
actividad [-xilosidasa; FPasa, actividad papel de filtro; EG, actividad
endoglucanasa; CBH, actividad celobiohidrolasa; BGL, actividad -
glucosidasa; PGasa, actividad poligalacturonasa. Los valores de las actividades
enzimaticas se expresan en UmL™.

Figura 39. Estabilidad en temperatura y pH de las actividades enzimaticas
en sobrenadantes optimizados con bagazo de caia de aztcar. a) Estabilidad
en temperatura de las actividades B-xilosidasa, FPasa y B-glucosidasa en el
tiempo. b) Estabilidad en pH de las actividades B-xilosidasa, FPasa y p-
glucosidasa en el tiempo. EI 100 % de las actividades enzimaticas
correspondieron 0,8; 0,351 y 0,29 UmL® para B-xilosidasa, FPasa y f-
glucosidasa, respectivamente.

Figura 40. Estabilidad en temperatura y pH de las actividades enzimaticas
en sobrenadantes optimizados con bagazo de mandioca. a) Estabilidad en
temperatura de las actividades B-xilosidasa, FPasa y B-glucosidasa en el
tiempo. b) Estabilidad en pH de las actividades B-xilosidasa, FPasa y pB-
glucosidasa en el tiempo. EI 100 % de las actividades enzimaticas
correspondieron 0,8; 0,351 y 0,29 UmL™" para B-xilosidasa, FPasa y P-
glucosidasa, respectivamente.

Figura 41. Microfotografias de los bagazos de cafia de azticar y de mandioca
utilizados en la aplicacidn de los sobrenadantes optimizados de A. niger LBM
134 crecidos en los mismos residuos. a) Estructura particular del bagazo de
cafia de azucar; b) estructura particular del bagazo de mandioca; c) bagazo de
cafia de azUcar tratado con solucién alcalina de Na(OH) 0,85 % (p/v); d)
bagazo de mandioca tratado con solucion alcalina de Na(OH) 0,85 % (p/v); e)
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bagazo de cafia de azucar luego de ser pretratado e hidrolizado con el
sobrenadante de A. niger LBM 134 crecido en medio con bagazo de cafia de
azucar; f) bagazo de mandioca luego de ser pretratado e hidrolizado con el
sobrenadante de A. niger LBM 134 crecido en medio con bagazo mandioca;
g) bagazo de cafia de azucar luego de ser pretratado e hidrolizado con enzimas
comerciales; h) bagazo de mandioca luego de ser pretratado e hidrolizado con
enzimas comerciales.
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RESUMEN

Las industrias agroforestales en el mundo generan residuos lignoceluldsicos que pueden
ocasionar grandes problemas de polucién. Estos residuos pueden aprovecharse como
bajo el concepto de biorrefineria empledndose como materia prima de biocombustibles
de segunda generacion y como fuentes de carbono para el crecimiento de
microorganismos y produccién de cécteles enzimaticos. En esta tesis doctoral, se
utilizaron residuos lignoceluldsicos provenientes de las industrias agro-forestales locales
de la provincia de Misiones (Argentina) para producir enzimas xilanasas a partir de
hongos del género Aspergillus y también para llevar a cabo ensayos de hidrdlisis
enzimatica para futura produccién de bioetanol de segunda generacién.

En primera instancia, se aislaron hongos del género Aspergillus de Misiones y se
evaluaron en funcién de su capacidad xilanolitica y proteolitica encontrandose dos
aislamientos promisorios con actividad xilanasa alta y actividad proteasa baja, LBM 055
y LBM 134, Posteriormente, se evalud el efecto del bagazo de cafia de azucar, bagazo de
mandioca, aserrin de pino y aserrin de eucaliptus sobre la actividad endoxilanasa de
ambos aislamientos seleccionados, eligiéndose el aislamiento LBM 134 por presentar
mayores niveles de endoxilanasas cuando el hongo crecié con bagazos. Este aislamiento
se identificé de manera contundente como Aspergillus niger mediante un enfoque
polifasico.

A. niger LBM 134 alcanzé niveles de endoxilanasas maximos de 110 UmL?!y 160 UmL™?
cuando crecié en medio con bagazo de cafia de azucar y mandioca, respectivamente,
luego de optimizar las fuentes de nitrégeno en ambos medios de cultivo y las variables
fisicas de inoculacién e incubacion. Asimismo, la produccion de endoxilanasas en estos
medios resulté ser 20 veces mds econdmica que producir la misma utilizando medio de
cultivo con xilano comercial.

Los cActeles enzimaticos optimizados de A. niger LBM 134 se caracterizaron mediante
analisis secretédmico y se confirmé la capacidad de bioconversidon del hongo ya que
ambos secretomas presentaron una expresién diferencial de las enzimas encargadas de
degradar los componentes carbonados de la pared celular vegetal. El secretoma del
hongo crecido en medio optimizado con bagazo de cafia de azlcar mostré un
incremento de la cantidad de xilanasas mientras que, en el secretoma del hongo crecido
en bagazo de mandioca se observé celulasas, amilasas y pectinasas en mayor cantidad.
Por otra parte, los cécteles enzimaticos optimizados de A. niger LBM 134 se aplicaron
en la hidrdlisis de bagazo de cana de azlcar y de mandioca, obteniéndose niveles de
azucares fermentable superiores a los obtenidos con enzimas comerciales. Esto
concluye que los niveles de actividad xilanasa y celulasa fueron suficientes para
hidrolizar enzimaticamente los bagazos de cafia de azucar y de mandioca.
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ABSTRACT

Agroforestry industries in the world generate lignocellulosic residues that can cause
huge pollution problems. These residues can be exploited under the biorefinery concept
as raw material for second generation biofuels and as carbon sources for
microorganism’s growth and enzyme production. In this PhD thesis, lignocellulosic
residues from local agroforestry industries from Misiones (Argentina) were used to
produce xylanase enzymes from Aspergillus fungi to carry out the enzymatic hydrolysis
for future production of second-generation bioethanol.

Firstly, Aspergillus fungi were isolated from Misiones and were evaluated based on their
xylanolytic and proteolytic capacity, being LBM 055 and LBM 134 the most promising
isolates with high xylanase activity and low protease activity. Then, the effect of
sugarcane bagasse, cassava bagasse, pine sawdust and eucalyptus sawdust on
endoxylanase activity of both chosen isolates was evaluated. The isolate LBM 134 was
selected due to the higher levels of endoxylanases when it grew with the bagasses and
was identified as Aspergillus niger through a polyphasic approach.

After the optimization of nitrogen sources and physical variables, A. niger LBM 134
reached the highest levels of endoxylanases, 110 UmL™ and 160 UmL?, when it grew in
media with sugarcane and cassava bagasse, respectively. These endoxylanase levels
were 20 times cheaper than reaching the same enzyme levels with culture medium using
commercial xylan.

Optimized enzyme cocktails from A. niger LBM 134 were characterized by a secretomic
analysis and the bioconversion capacity of the fungus was confirmed since both
secretomes showed a differential expression of enzymes involved in the degradation of
carboned components of vegetal cell walls. The secretome of the fungus grown on
sugarcane bagasse showed an enhancement of xylanase enzymes while, in the
secretome of the fungus grown on cassava bagasse, higher levels of cellulases, amylases
and pectinases were observed. On the other hand, the optimized enzyme cocktails from
A. niger LBM 134 were applied on the hydrolysis of sugarcane and cassava bagasses
obtaining higher levels of fermentable sugars than the obtained with commercial
enzymes. These results conclude that xylanase and cellulase activities were good
enough to enzymatically hydrolyze the sugarcane and cassava bagasses.
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INTRODUCCION

1. INTRODUCCION

En cualquier regién donde la economia se basa principalmente en la industria
agroforestal, como ocurre en el noreste argentino, particularmente en Misiones, existe
una abundante generacion de residuos lignocelulésicos (Uasuf & Hilbert, 2012; Diaz et
al., 2019). En Misiones se generan en grandes cantidades, bagazos de cana de azlcary
de mandioca como asi también aserrin de pino y de eucaliptus, los cuales tienen poco o
ningun uso y se queman debido a la falta de espacio para almacenarlos, generando

mayor polucion de aire y deterioro del ambiente (Barchuk et al., 2016).

Los residuos lignoceluldsicos pueden utilizarse para generar productos de valor
agregado mediante aplicaciones biotecnoldgicas y tienen la caracteristica comun de
contener alto contenido de azucares polisacaridos, aproximadamente 75 % de su peso,
(Van Dyk & Pletschke, 2012). Esta caracteristica promovido en los Uultimos afos
investigaciones focalizadas en el uso de residuos lignocelulésicos para la produccién de
bioetanol de segunda generacién (2G) como una de las estrategias mas sobresalientes
en el ambito de las energias renovables (Bhattacharya et al., 2015) para minimizar la
necesidad de otras fuentes de energia y promover su utilizacién respetuosa con el medio

ambiente (Nanda et al., 2014).

Sin embargo, el bioetanol 2G presenta dos cuellos de botella principales para llevar a
escala industrial su produccidn. El primero consiste en el pretratamiento de la biomasa
lignocelulésica y el segundo en el costo de las enzimas hidroliticas involucradas en la
etapa de hidrdlisis de los polisacdridos para generar los azlUcares monosacaridos
fermentables (Brijwani et al., 2010). En este sentido, las enzimas xilanasas actian en
ambas etapas, en el pretratamiento y en la hidrélisis de los polisacaridos. Las xilanasas
hidrolizan el xilano, el componente principal de la hemicelulosa que se encuentra entre
la lignina y la celulosa. Por tanto, la accién enzimatica de las xilanasas hidroliza el
polisacarido de la hemicelulosa y por otro lado ayuda a que la remocidn de la lignina sea
mas facil.

Es por ello que las investigaciones sobre biocombustibles en los Ultimos tiempos se
focalizan en optimizar el proceso de pretratamiento y reducir los costos de las enzimas

hidroliticas para emplearse en la hidrélisis enzimatica de los residuos lignocelulésicos.
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Una estrategia es emplear estos residuos como sustratos econdmicos para producir los
cocteles de enzimas hidroliticas, otorgandole mayor valor agregado a los residuos de las

agroindustrias (Diaz et al., 2019).

Sin embargo, aun falta mucho por comprender acerca de los sistemas hidroliticos que
degradan la lignocelulosa ya que es un proceso muy complejo en especial los de origen
fungico; la secrecién de estas enzimas es muy dependiente del organismo en cuestién y
de las condiciones ambientales (nutricionales y fisicas) donde se encuentre (Martinez-
Anaya et al., 2008; Schneider et al., 2016). La exploracién de nuevos habitats para
encontrar aislamientos fungicos capaces de degradar la lignocelulosa, el andlisis de sus
genomas, la mineria de datos y el analisis proteémico de secretomas microbianos
podrian abrir las puertas hacia nuevas enzimas y sacar a la luz interacciones y sinergias
enzimaticas aun desconocidas (Bhattacharya et al., 2015). Mejorar la actividad
hidrolitica de hongos para optimizar la eficiencia de la hidrdlisis enzimatica se ha
convertido en una prioridad en muchos estudios recientes (Kumar et al., 2016). El ritmo
actual de las investigaciones involucradas en estos ambitos cientificos generara mas
conocimiento en un futuro préximo que ayudara al progreso hacia una economia mas

verde y sostenible basada en carbohidratos (Singhania et al., 2016).
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2. MARCO TEORICO

2.1 Residuos lignocelulésicos

La lignocelulosa es el componente mayoritario de la biomasa y es la fuente organica
renovable mas abundante de la tierra. La lignocelulosa se compone de celulosa,
hemicelulosa y de lignina. En el mundo se producen grandes cantidades de lignocelulosa
como residuos o basura a partir de las industrias agricolas y forestales (Sanchez, 2009;
Anwar et al., 2014). El noreste argentino y Misiones mas especificamente no son la
excepcion; en estas regiones continuamente se generan este tipo de residuos debido a
gue su economia se basa principalmente en la industria agroforestal (Figura 1) (Uasuf &
Hilbert, 2012; Diaz et al., 2019). En muchos lugares, los residuos lignoceluldsicos no
tienen uso alguno y se depositan deteriorando el ambiente o se queman por falta de
espacio a cielo abierto contaminando el aire (Barchuk et al., 2016; Diaz et al., 2019).
Como alternativa, estos residuos se pueden utilizar en aplicaciones biotecnoldgicas

otorgandole valor agregado a dichos residuos.
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Figura 1. Residuos lignocelulésicos de la region noreste argentino, particularmente de
Misiones. a) En verde se indica la distribuciéon de las plantaciones forestales en Argentina
(tomado de Uasuf & Hilbert, 2012). b) En verde se indica la distribucion de las plantaciones
forestales de la provincia de Misiones (tomado de Uasuf & Hilbert, 2012). c) Cosecha de cafia de
azucar en la provincia de Misiones. d) Plantaciones de mandioca en Misiones e) Cosecha de

mandioca en Misiones.

Los residuos lignoceluldsicos comparten la caracteristica comun de poseer 75 % de
polisacaridos (Van Dyk & Pletschke, 2012). La biomasa lignoceluldsica se compone
principalmente de celulosa (30 — 60 %), hemicelulosa (20 — 40 %) y lignina (10 — 25 %)
(Isikgor & Becer, 2015) (Figura 2). La abundancia de estos polimeros varia de acuerdo a

la fuente de biomasa, pero en general, constituyen aproximadamente el 90 % de la
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materia seca en materiales lignoceluldsicos, mientras que el resto se compone de

cenizas y extractivos (Kumar et al., 2016).
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Figura 2. Principales componentesy estructura de la biomasa lignocelulosa. (Tomado de Isikgor
& Becer, 2015 con modificaciones).

La celulosa es un homopolisacarido compuesto por cadenas lineales de unidades de
D-glucosa unidas por enlaces B-1,4 glucosidicos, siendo la celobiosa (molécula de dos
unidades de glucosa) la unidad que se repite (Baldrian & Valdskova, 2008; Nanda et al.,
2014; Polizeliet al., 2016). Los extremos del polimero son asimétricos, los que contienen
el carbono anomérico (C1) libre de la molécula de glucosa pueden reducir a un nimero
de oxidantes y se conocen como extremos reductores, mientras que el C4 con un radical
hidroxilo libre es el extremo no reductor (Martinez-Anaya et al., 2008). Las cadenas de
celulosa estan unidas mediante puentes de hidrogeno formando las microfibrillas, las
cuales a su vez se unen para formar las fibras de celulosa. Esta estructura se mantiene

gracias a un elevado numero de puentes de hidrégeno y de interacciones de Van Der
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Waals, que proporcionan en conjunto una unidén muy fuerte, haciendo a la fibra de
celulosa insoluble y muy resistente al ataque quimico (Dashtban et al., 2009). Ademas
de contener regiones cristalinas (ordenadas) resistentes a la degradacién, la celulosa
también incluye regiones amorfas (desordenadas), mas faciles de degradar (Hendriks &

Zeeman, 2009; Guerriero et al., 2016; Coniglio et al., 2017).

La hemicelulosa, con un peso molecular mas bajo que la celulosa, es un
heteropolisacdrido formado por pentosas (xilosa, arabinosa), hexosas (glucosa,
galactosa, manosa) y azucares acidos enlazados entre si por enlaces B-1,4 glucosidicos y
a veces B-1,3 glucosidicos. La hemicelulosa contiene cadenas laterales cortas
constituidas por diferentes azucares. En la naturaleza, la composicion de la hemicelulosa
puede variar dependiendo de la naturaleza de la planta (Sanchez, 2009; Sajith et al.,
2016); sin embargo, el xilano es el mayor componente estructural de la hemicelulosa y
es el segundo polisacarido renovable mas abundante en la naturaleza (Menon & Datta,
2017). Se trata de un polisacarido complejo que se encuentra en la interfase entre la
lignina y la celulosa e interactta con todos los componentes de la pared celular vegetal
manteniendo asi, la cohesidn entre las fibras y la integridad de la pared celular (Collins,

2005; Kumar et al., 2016).

El xilano constituye entre el 15y 30 % de la madera proveniente de angiospermas, 7
a 10% de madera de gimnospermas y menos del 30% en plantas anuales. Tipicamente
se encuentra en la pared secundaria de las plantas, pero también puede hallarse en las
paredes primarias, especialmente en monocotiledéneas (Collins et al., 2005;
Subramaniyan & Prema, 2002). Desde el punto de vista estructural, el xilano es un
polimero lineal compuesto por subunidades de D-xilosa unidas por enlaces B-1,4
glicosidicos (Kulkarni et al., 1999). Al igual que otros polisacaridos vegetales, el xilano
presenta un elevado grado de sustituciones con grupos dacidos O-acetilos, a-L
arabinofuranosilos, 4-O-metilglucurdnicos y acidos a-1,2-glucurdnicos. El grado de
sustitucion del xilano depende de la fuente de origen (Kulkarni et al., 1999;

Subramaniyan & Prema, 2002; de Lemos Esteves et al., 2004).

La lignina, el componente mdas recalcitrante del material lignocelulésico, es un
heteropolimero amorfo, insoluble y dpticamente inactivo que consiste en unidades de

fenil-propano que se organizan en una gran estructura de red tridimensional.
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Generalmente contiene tres alcoholes aromadticos (alcohol coniferilico, alcohol
sinapilico y alcohol p-cumarilico) (Perez et al., 2002) aunque su proporcion depende de
la fuente de origen. La lignina estd presente en las paredes celulares formando junto con
la hemicelulosa una matriz amorfa en la cual las fibras de celulosa estan embebidas y su
papel principal es dar soporte estructural a la planta, impermeabilidad y resistencia al
ataque microbiano y al estrés oxidativo (Hendriks & Zeeman, 2009; Shahzadi et al.,

2014).

2.2 Bioconversion de polisacaridos a bioetanol

Debido a laimportancia de obtencion de nuevas energias y a la necesidad de proteger
el ambiente, preservar los recursos tanto renovables como no renovables y maximizar
el potencial del uso de subproductos (residuos) agroindustriales, muchos paises han
iniciado investigaciones con el fin de encontrar fuentes de energia alternativas mas
amigables con el ambiente que puedan complementar a los combustibles fésiles.
Argentina ha impulsado el uso de biocombustibles a través de la regulacion impositiva
a su produccion, al desarrollo de tecnologia para este fin y a través de legislaciones que
regulan el paulatino incremento de las mezclas con los combustibles tradicionales. Los
biocombustibles son todos aquellos combustibles derivados de la biomasa vegetal y se
los clasifica en funcidén del tipo de materia organica de la cual provienen (Ramos et al.,
2016). Los biocombustibles de primera generacion se producen a partir de aceites o
azucares comestibles provenientes de plantas como maiz, cafia de azucar, girasol o soja.
Si la planta de origen tiene alto contenido de azlcares, se los convierte en alcoholes por
fermentacién, por ejemplo, la produccién de bioetanol a partir de cafia de azucar. Por
otra parte, si la planta de origen es rica en grasas o aceites, se lleva a cabo una
transesterificacién donde se combinan estos aceites con un alcohol y se generan ésteres
grasos, como el biodiésel (Ramos et al., 2016). Centrando el enfoque en el bioetanol,
este ha emergido como buen candidato ya que satisface de manera eficiente las
inquietudes detalladas previamente. El bioetanol es una energia renovable (Jeuland et
al., 2004) que puede reducir las emisiones de gas que provocan el efecto invernadero
ya que es un componente libre de compuestos aromaticos, benceno y azufre (Hahn-

Hagerdal et al., 2006; Ramos et al., 2016). Sin embargo, la obtencién de bioetanol de
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primera generacion utiliza como materia prima cultivos con fines alimenticios lo que
presenta cierta controversia. Por una parte, el costo de su elaboracién es relativamente
alto, lo cual hace dificil la competencia con los combustibles fésiles y, por otra parte, su

produccidn podria requerir el empleo de las tierras destinadas a cultivos agricolas.

Por ello, una estrategia alternativa muy interesante son los biocombustibles de
segunda generacion, los cuales se obtienen con materias primas no aprovechables para
alimentacion humana, como residuos agricolas y forestales, eliminando el conflicto con
las tierras destinadas a cultivo alimenticio (Sun & Cheng, 2002; Ramos et al., 2016). Esto
convierte a los biocombustibles de segunda generacidn en una fuente de energia
econémicamente eficiente, sustentable y renovable (Himmel et al., 2007; Sharma et al.,
2019). Respecto al aprovechamiento de la biomasa de residuos lignoceluldsicos, el
combustible liquido que mas se ha desarrollado en estos ultimos afios como posible
sustituto de la gasolina es el bioetanol 2G. La produccion de este ultimo requiere de la
bioconversién del material lignoceluldsico, es decir, la conversién de los polisacaridos
(celulosay hemicelulosa) a sus azicares monoméricos (Hernandez-Melchor et al., 2019).
La produccion convencional de este tipo de bioetanol conlleva cuatro pasos de
procesamiento: un pretratamiento inicial del material lignocelulésico para su
delignificaciéon, una posterior hidrdlisis de las celulosa y hemicelulosa a azucares
facilmente metabolizables para su fermentacion y finalmente, la separacidn-purificacion

de los productos (Dashtban et al., 2009) (Figura 3).

Durante el pretratamiento, la delignificacion se lleva a cabo la despolimerizacion y
solubilizacion de la hemicelulosa exponiendo las fibras de celulosa para hacerlas mas
accesibles a las enzimas celulasas (Alvira et al., 2010). El pretratamiento permite un
mejor proceso de hidrélisis y de fermentacién; existen diferentes alternativas de esta
etapa pudiendo ser mecanicos, térmicos, fisico-quimicos, quimicos, bioldgicos o una
combinacion de mas de uno de ellos (Modig et al., 2008; Alvira et al., 2010; Rodriguez

etal., 2017).

La siguiente etapa al pretratamiento es la hidrélisis de la celulosa y hemicelulosa para
obtener sus azlcares monoméricos constituyentes. Al igual que la etapa anterior, la
hidrdlisis puede llevar a cabo mediante diferentes procesos siendo los mas utilizados los

acidos y los enzimaticos. En cualquier caso, se obtiene un hidrolizado compuesto
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principalmente por monosacaridos solubles que luego seran fermentados a alcohol

(Hahn-Hagerdal et al., 2006).

Biomasa
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Figura 3. Esquema de la producciéon global de bioetanol de segunda generacion (2G) a partir

de residuos lignoceluldsicos. (Tomado de Gurdo, 2016).

La fermentacion alcohdlica es un proceso biolégico que algunos microorganismos

llevan a cabo en ausencia de aire; procesan los azlcares y de esta reaccién generan

como productos moléculas de etanol, diéxido de carbono y ATP que son consumidas por

los microorganismos en su metabolismo celular energético anaerdbico (Sanchez-Riafio

et al., 2010; Barchuk, 2017; Russel et al., 2019). Los microorganismos mas estudiados

para utilizarse en esta etapa han sido las levaduras debido a las ventajas que las mismas

ofrecen; son de bajo costo de produccién, de facil adquisicién y crecimiento (Gil et al.,

2006; Karimi et al., 2006; Barchuk, 2017).

2.2.1 Problematicas de la produccidn de bioetanol 2G

Llevar a escala industrial la produccién de bioetanol 2G presenta dos cuellos de

botella principales, por un lado, involucra la etapa de pretratamiento y, por otro lado, el

costo de las enzimas necesarias para la hidrélisis. Respecto al pretratamiento, este debe
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ser lo suficientemente fuerte como para remover la lignina y lo adecuadamente
especifico para no degradar los polisacaridos ya que son importantes para la etapa
siguiente, la hidrdlisis. A su vez, el pretratamiento resulta una etapa clave en el proceso
global ya que su eficiencia condicionara el rendimiento de azlcares fermentables
obtenidos en la hidrélisis (Sarkar et al., 2012; Kubicek & Kubicek, 2016; Menon & Datta,
2017).

En relacion a las enzimas que llevan a cabo la hidrélisis de la celulosa y la
hemicelulosa, se utilizan comuUnmente enzimas comerciales. En Argentina, estas son
muy costosas ya que no existen actualmente industrias nacionales que las produzcan;
por tanto, estas deben importarse. Por otra parte, los sustratos convencionales
utilizados para la produccién de estas enzimas son de alta pureza y de igual manera
deben importarse aumentando asi el costo de la produccidon enzimdtica. Para dar
solucién a estos inconvenientes, durante décadas se ha investigado la produccién de
enzimas y en los ultimos afios se ha enfatizado en el uso de residuos lignoceluldsicos
como sustratos econdmicos para el crecimiento de organismos con el fin de maximizar
la secrecion de enzimas involucradas en la hidrélisis (Juturu & Wu, 2012; Burlacu et al.,
2016a). Por otra parte, numerosas investigaciones se han enfocado en el estudio de
organismos aislados de ambientes naturales y cultivados en el laboratorio, empleando
diferentes metodologias para la produccidon enzimatica con un rendimiento éptimo

(Bertrandt et al., 2017).

2.3 Hongos lignoceluloliticos

Los hongos son organismos ubicuos en la naturaleza y los principales
descomponedores de la biomasa lignoceluldsica gracias a su gran superficie de contacto
con el ambiente externo y capacidad de producir enzimas extracelulares (Hatakka et al.,
1989; Arias-Carbajal et al., 2005; Stursova et al., 2012). Segun el tipo de enzimas que
produzcan, los hongos degradan diferentes componentes de la lignocelulosa
utilizandolos como fuentes de energia y segun el tipo de pudricidn que causan sobre la
madera se clasifican en hongos de pudricion blanca, parda y blanda (Soliman et al., 2013;

Manavalan et al., 2015; Andlar et al., 2018).
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Los hongos de pudricién blanca son los Unicos organismos capaces de degradar la
lignina y los carbohidratos de la madera debido a que poseen un consorcio de enzimas
lignoceluloliticas. Su nombre se debe a que dejan un residuo blanquecino que queda
luego de la degradacion completa de la lignina (Karaman et al., 2012). Los hongos de
pudriciéon parda degradan la celulosa y la hemicelulosa dejando la lignina mas o menos
intacta en forma de estructuras marrones en la superficie de la madera, a menudo
agrietadas y en forma de ladrillos apilados. Este tipo de hongos degradan los
polisacaridos mediante radicales libres OH altamente reactivos. Los hongos de pudricién
blanda pertenecen al phylum Ascomycota y descomponen la celulosa y la hemicelulosa
con efecto escaso o nulo sobre la lignina; producen cadenas tipicas de cavidades en la

pared celular vegetal (Karaman et al., 2012; Andlar et al., 2018).

Los ascomicetos de pudriciéon blanda por lo general son aislados de reservas
forestales y naturales; producen altos niveles de expresién y secrecién enzimatica que
actuan cooperativamente y aseguran la despolimerizacién completa de la celulosa y
hemicelulosa. Para llevar a cabo exitosamente la bioconversion de la celulosa y
hemicelulosa, los hongos de pudricion blanda producen y secretan enzimas celulasas y
hemicelulasas, respectivamente. Se ha aprovechado estas enzimas en muchas
aplicaciones biotecnolégicas siendo la hidrélisis enzimatica de materiales
lignocelulésicos en la produccidn de bioetanol 2G, una de las mas estudiadas (Gupta et

al., 2016; Menon & Datta, 2017).

2.3.1 Enzimas encargadas de la degradacién de la biomasa lignoceluldsica

Los hongos lignoceluloliticos pueden descomponer la biomasa lignoceluldsica gracias
a la amplia variedad de enzimas que producen y secretan. Asimismo, los sistemas
enzimaticos extracelulares involucran dos tipos de enzimas; las hidroliticas responsables
de la degradacidn de los polisacaridos y las oxidativas encargadas de degradar la lignina

y anillos fendlicos abiertos (Andlar et al., 2018).

Oxidativas encargadas de la degradacion de la lignina

La degradacion de la lignina es un proceso oxidativo atribuido principalmente al

metabolismo secundario. Para ello, los hongos secretan un grupo de enzimas
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ligninoliticas que catalizan la oxidacidn; entre las principales se encuentran las lacasas
(Lac, EC 1.10.3.2), lignino peroxidasas (LiP, EC 1.11.1.14), manganeso peroxidasas
(MnP, EC 1.11.1.13) y las peroxidasas versatiles (VP) (Andlar et al., 2018).

Las Lac son enzimas multicobre azules, con multiples sitios de unién al cobre capaces
de oxidar compuestos fendlicos; su dominio de uniéon al cobre estd altamente
conservado (Baldrian, 2006; Andlar et al., 2018). La accién catalitica de las Lac consiste
en la oxidacion de p-difenoles en presencia de oxigeno, pudiendo degradar una amplia
variedad de sustratos (Mayer & Harel 1979; Dean & Eriksson, 1994). Las Lac se pueden
dividir en dos grandes grupos en funcién de su fuente de origen, de plantas superiores
y de hongos (Mayer & Staples, 2002). La mayoria de las Lac de origen fungico son del
tipo secretoras, se producen en las células y luego son secretadas, pudiendo ser

constitutivas o inducibles (Mougin et al., 2003; Fonseca, 2012).

Las LiP son glicoproteinas monomeéricas que contienen un grupo hemo como grupo
prostético con un peso molecular de 38 a 43 kDa (Tien & Kirk, 1983; Messner, 1998).
Estas enzimas catalizan la oxidacion de compuestos aromaticos fenélicos y no fendlicos
generando radicales libres en una reaccion en cadena, llamada “combustion enzimatica”
en la cual la lignina se despolimeriza y los anillos aromaticos se abren dando lugar a la

formacion de productos aromaticos y alifaticos (Glen et al., 1983; Fonseca, 2012).

Las MnP poseen pesos moleculares entre 38 a 62,5 kDa y presenta varias isoformas
con diferentes puntos isoeléctricos, usualmente acidos (pH 3-4) (Hofrichter, 2002). Las
MnP oxidan compuestos fendlicos generando radicales fenoxidos por la accion del
peréxido de hidrégeno que actia como oxidante (Field et al., 1992). El mecanismo de
accion catalitica de las MnP es similar al de las LiP, aunque en el caso de las MnP
involucra la oxidacion del Mn (I1) a Mn (lll) (Archibald, 1992; Machii et al., 2004; Andlar
et al., 2018). En todos los casos, las LiP y las MnP requieren peréxido de hidrégeno, que
deben ser generados por el hongo a través de enzimas accesorias, como la glucosa

oxidasa, a la glioxal oxidasa y a la aril alcohol oxidasa (Fonseca, 2012; Andlar et al., 2018).

Hidroliticas responsables de la degradacion de los polisacaridos vegetales

Los polisacaridos que se encuentran en la biomasa son distintos y difieren su

composicion segun la fuente de origen. Entre los principales polisacdridos podemos citar
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a la celulosa, hemicelulosa, almidén y pectina. La hidrélisis completa de estos
polisacdridos requiere de la accidn de enzimas con diferentes especificidades y modos

de accidn, celulasas, hemicelulasas, pectinasas, amilasas, respectivamente.

La utilizacién de la celulosa insoluble como tal requiere de la accién de multiples
enzimas. Los hongos capaces de degradar la celulosa completamente producen un
arreglo de enzimas con diferentes especificidades que en conjunto reciben el nombre
de celulasas (Andlar et al., 2018). Entre las celulasas principales se encuentran las endo-
1,4-B- glucanasas (EG, EC 3.2.1.4), celobiohidrolasas (CBH) y B-glucosidasas (BGL, EC
3.2.1.21). Las EG, también Ilamadas CMCasas por el sustrato artificial
carboximetilcelulosa (CMC) usado para medir la actividad enzimatica, atacan las
regiones amorfas e hidrolizan los enlaces B-1,4-glucosidicos internos en la cadena de
celulosa, proporcionando extremos reductores y no reductores de celooligosacaridos.
Las CBH avanzan a lo largo de la celulosa e hidrolizan las unidades de celobiosa de los
extremos reductores (CBHI, EC 3.2.1.176) y no reductores (CBHII, EC 3.2.1.91); actuando
en colaboracion para degradar la celulosa cristalina. Las BGL hidrolizan la celobiosa a
glucosa y también escinden unidades de glucosa de celooligosacaridos (Behera et al.,

2017).

Recientemente se han descubierto enzimas de tipo oxidativas que aumentan la
degradacion de la celulosa (Andlar et al., 2018). Entre estas enzimas de actividad auxiliar
(AA), se encuentran las monooxigenasas liticas de polisacaridos (LPMO del inglés, Lytic
Polysaccharide Monooxygenases) las cuales aumentan la actividad celulolitica porque
escinden la celulosa por oxidacion de carbono C-1, C-4 y C-6 en hidrdlisis lignoceluldsica
(Wu et al., 2013). Las celobiosa deshidrogenasas (CDH, EC 1.1.99.18) son otras clases
de AA que aumenta la degradacion de la celulosa mediante el acoplamiento de la
oxidacion
de la celobiosa a la actividad de las monooxigenasas (Polizeli et al., 2016).

Enfocandonos en la degradacidon de la hemicelulosa, se requiere un pool importante
de enzimas hemicelulasas que actuan de manera dinamica y cooperativa tanto en el
espacio como en el tiempo provocando cambios en la organizacién de la pared celular
vegetal y degradando los polimeros a sus azucares constituyentes (Gupta et al., 2016;

Andlar et al., 2018). Esta accion sinérgica de es necesaria no sélo por la complejidad de

15|Pagina



MARCO TEORICO

la hemicelulosa, sino también por la conexidon de esta con otros componentes de la
pared celular vegetal (Andlar et al., 2018). Segun la acciéon de las hemicelulasas, se
distinguen dos tipos de enzimas principales que actuan sobre el xilano, las endo-1,4-B-
xilanasas (EX, EC 3.2.1.8) y las B-xilosidasas (BXL, EC 3.2.1.37) descriptas en mayor

detalle en la seccion 2.4.

Otras hemicelulasas que juegan un rol clave son las B-mananasas (EC 3.2.1.78)
principalmente en la hidrélisis del manano, el mayor componente de la hemicelulosa en
las maderas blandas (Andlar et al., 2018). Estas enzimas hidrolizan los enlaces B-1,4 del
manano produciendo extremos reductores y no reductores; esta accidn hidrolitica se
completa con la ocurrencia de las enzimas B-manosidasas (EC 3.2.1.25) dando como
resultado residuos de manano (Andlar et al., 2018). Si el manano se encuentra unido a
residuos de glucosa, entran en juego otras enzimas llamadas B-glucosidasas que

degradan los enlaces entre la manosa y glucosa (Moreira & Filho, 2008).

Existen otras hemicelulasas accesorias que actuan sinérgicamente para ayudar a
degradar el xilano y el manano. Estas enzimas son las acetilxilano esterasas (EC 3.1.1.72),
las feruloil esterasas (EC 3.1.1.73), las p-coumaroil esterasas (EC 3.1.1.B10), a-I-
arabinofuranosidasas (EC 3.2.1.55), xilano a-1,2-glucuronosidase (EC 3.2.1.131) y las a-
glucuronidasas (EC 3.2.1.139).

Otro de los polisacdridos mas abundantes en la naturaleza es el almidén, es una
principal reserva de carbohidratos. EIl mismo se compone de la amilosa, un polimero
lineal de unidades de glucosa unidas por enlaces a-1,6 y de la amilopectina, cadenas
ramificadas de glucosa unidas por enlaces a-1,4 (Kumar & Chakravarty). Las enzimas
encargadas de hidrolizar el almidén son conjuntamente llamadas amilasas y aquellas
provenientes de microorganismos se clasifican en dos grupos segun su mecanismo de
accion, en a-amilasas (EC 3.2.1.1) y glucoamilasas (EC 3.2.1.3). Las a-amilasas son
enzimas extracelulares que rompen aleatoriamente los enlaces 1,4-a-glucosidicos entre
las unidades de glucosa de la amilosa. Las glucoamilasas hidrolizan de manera sucesiva
unidades de glucosa de los extremos no reductores de la amilosa y amilopectina (John,

2017).

La presencia de enzimas pectinasas que despolimerizan la pectina y sus sustituyentes

de las cadenas laterales aumentan en algunos casos la hidrélisis de la lignocelulosa
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(Gupta et al., 2016). La pectina es un heteropolisacdrido acido coloidal con alta
diversidad estructural y consiste principalmente en acidos a-1,4-D-galacturdnicos (GalA)
(Wangetal., 2018). Las pectinasas representan una mezcla de- enzimas que incluyen las
pectato liasas (PL), poligalacturonasas (PG, EC. 3.2.1.15) y las pectinesterasas (PE, EC
3.1.1.11) y posicionado como biocatalizadores eco-amigables en la era biotecnoldgica
actual (Amin et al., 2019). Las PE catalizan los grupos metoxilos de la pectina formando
acido péctico. Las PG y PL causan la degradacion de los enlaces del pectato y pectina por

diferentes mecanismos accidon enzimatica (Amin et al., 2019).

2.4 Xilanasas

Se ha descripto anteriormente que, entre las hemicelulasas, las xilanasas han sido
foco de investigacidn debido a que se tratan de las enzimas encargadas de degradar el
componente principal de la hemicelulosa, el xilano (Dhiman & Mukherjee, 2018). Las
xilanasas son enzimas ubicuas en la naturaleza que, ademas, de su accion en la hidrolisis
de la hemicelulosa, ayuda de manera indirecta a la remocién de la lignina ya que esta
ultima se encuentra ligada a la hemicelulosa. Esta accidén enzimatica daria solucion al
problema del pretratamiento de la produccion de bioetanol 2G planteado previamente

(Juturu & Wu, 2012; Singh et al., 2019).

Con el fin de emplear biocatalizadores eco-amigables, los investigadores han aplicado
xilanasas en numerosos procesos industriales (Menon & Datta, 2017; Dhiman &
Mukherjee, 2018; Singh et al., 2019). Se trata de un grupo de enzimas con diferentes
modos de accidn y especificidades (Figura 4). Las principales son las EX que escinden los
enlaces 1,4-B-glucosidicos del esqueleto principal del xilano generando
xilooligosacdridos. Las enzimas a-L-arabinofuranosidasas (EC 3.2.1.55), a-D-
glucuronidasas (EC 3.2.1.139), acetilxilano esterasas (EC 3.1.1.72), acido ferulico
esterasas (EC 3.1.1.73) y acido p-coumarico esterasas (EC 3.1.1.-) degradan los enlaces
de los grupos laterales de los xilooligosacaridos dando como resultado moléculas de
xilotriosas (moléculas de tres mondmeros de xilosa) y de xilobiosas (moléculas de dos
monomeros de xilosa). Estos productos ultimos son blanco enzimatico de las BXL que

escinden los enlaces de las xilotriosas y xilobiosas generando los mondmeros de xilosa.
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En un principio, las xilanasas se clasificaron en funcién de su masa molecular (MM) y
punto isoeléctrico (pl); sin embargo, la complejidad que sobrevino al descubrimiento de
muchas secuencias proteicas y génicas, llevé a un cambio de clasificacién. Actualmente,
las xilanasas se clasifican dentro del sistema CAZy (enzimas activas sobre carbohidratos,
del inglés Carbohydrate-Active EnZymes database, http://www.cazy.org). Segun este
sistema, las xilanasas se clasifican dentro de las familias glicosil hidrolasas o glicosidasas
(GH) 5, 7, 8, 9, 10, 11, 16, 26, 30, 43, 44, 51 y 62 (Collins et al., 2005; Kolenova et al.,
2006; Singh et al., 2019) cuyos miembros difieren en sus propiedades fisico-quimicas,
estructura de plegamiento, mecanismo de accidon y especificidad de sustrato (Collins et
al., 2005; Kolenova et al., 2006). Con respecto a la especificidad de sustrato, los
miembros de las familias GH 5, GH 7 y GH 8 poseen ademas actividad celulasa mientras
que, las xilanasas se reportan tipicamente dentro de las familias GH 10 y GH 11 (Collins

et al., 2005).

EX
ENR Y ER

XILANO

Acetilxilano esterasa
-
XILOOLIGOSACARIDOS

e, oo
({' 4 Acido fertilico esterasa

a-L-arabinofuranosidasa

Productos:

B-xilosidasa
? y Acido acético | Rilgse

. . Arabinosa

Acido ferilico !

Figura 4. Enzimas del complejo xilanolitico. EX, endo-1,4-B-xilanasa; ER, extremo reductor; ENR;
extremo no reductor (Tomado de Gupta et al., 2016 con modificaciones).
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La mayoria de las xilanasas de la familia GH 10 son altamente activas sobre
xilooligosacdridos cortos; pudiendo también hidrolizar sustratos celuldsicos de bajo
peso molecular. Los miembros de esta familia se caracterizan por tener peso molecular
alto, punto isoeléctrico bajo y presentar una estructura cerrada formada por ldminas a
y B y un dominio glicosil-hidrolasa cdncavo con cinco sitios de unién xilopiranosos. Los
sitios cataliticos se encuentran cercanos al extremo carboxi-terminal de su estructura

(Chen et al., 2009; Collins et al., 2005; Dhiman et al., 2008).

La familia 11 es monoespecifica, constituida Unicamente por verdaderas xilanasas, ya
gue estas son activas exclusivamente sobre sustratos xilanoliticos. Los miembros de esta
familia presentan generalmente peso molecular bajo, punto isoeléctrico alto y se
caracterizan por tener un dominio glicosil-hidrolasa formado por 2 pliegues de l[dminas
B alrededor del sitio activo. Cada uno de esos pliegues expone 2 o 3 ldminas hidrofébicas
gue rodean el sitio hidrofilico activo. Presentan una sola hélice a ubicada en la cara
hidrofébica junto a las laminas B (Kulkarni et al., 1999; Subramaniyan & Prema, 2002;

Collins et al., 2005; Chen et al., 2009).

Dentro del complejo xilanolitico, las EX y BXL, conjuntamente llamadas xilanasas, son
las enzimas clave para la hidrélisis completa del xilano (Burlacu et al., 2016a; Menon &
Datta, 2017). Inclusive, se considera que las EX pueden llevar a cabo la degradacion
completa del xilano aun en ausencia de BXL. Las EX son proteinas monoméricas con
masas moleculares y puntos isoeléctricos que oscilan en un amplio rango de acuerdo a
la familia a la cual pertenecen. Existen EX con masas moleculares entre 8 y 145 kDa y
con puntos isoeléctricos entre 3y 10. El rango de pH dptimo para la actividad catalitica
de las EX se encuentra entre 4 y 7, mientras que el rango de temperatura éptima se
encuentra entre 40y 60 °C (Wong et al., 1988; Kulkarni et al., 1999; Cuyvers et al., 2011).
La glicosilacion en las EX es un proceso comun, lo cual otorga mayor estabilidad
enzimatica a las EX frente a ambientes extremos. Este fendmeno también contribuiria a

la multiplicidad de endoxilanasas (Kulkarni et al., 1999).
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2.4.1 Regulacién transcripcional de las xilanasas

En general, la biosintesis de xilanasas esta sujeta a regulaciéon transcripcional por la
fuente de carbono disponible. Los genes son altamente inducidos en presencia de xilano
y de sus productos hidrolizados (Khucharoenphaisan et al., 2010); mientras que son
reprimidos cuando la glucosa esta presente (Kulkarni et al., 1999; Kumar & Naraian,
2019). Sin embargo, el xilano es un polisacarido complejo de peso molecular alto y no

puede penetrar la membrana celular (Biely et al., 1980; Dhiman et al., 2008).

El mecanismo propuesto de regulacidn para la biosintesis de xilanasas involucra la
degradacion del xilano por xilanasas constitutivas lo que produce moléculas de
xilooligosacaridos y xilobiosas y el pasaje de estas hacia el interior de la célula. Estas
moléculas en el interior celular inducen a otros genes de xilanasas; como consecuencia,
las xilanasas inducidas degradan nuevamente el xilano a xilooligosacaridos y xilobiosas.
Por su parte, las B-xilosidasas constitutivas y/o inducidas convierten las xilobiosas a
mondmeros de xilosas, la cual es tomada por la célula. La xilosa actia como un inductor

adicional de genes que codifican para xilanasas (Kulkarni et al., 1999).

La induccién de xilanasas es un fendmeno complejo y el nivel de respuesta a un
inductor particular varia segun el organismo; un inductor que provoca una actividad
xilanasa maxima en una especie, puede actuar como inhibidor de la actividad enzimatica
en otra. Se trata de un proceso especie-especifico y concentracién dependiente (Biely
et al, 1980; Kulkarni et al., 1999; Dhiman et al., 2008; Kumar & Naraian, 2019). Cuando
los inductores se encuentran en concentraciones bajas, la induccidon es efectiva;
mientras que cuando sus niveles son altos, el efecto inductor es menor debido a la
represion catabdlica mediada por los productos degradados (Biely et al., 1980; Diaz et

al., 2016).

Otro fendmeno observado cominmente en la biosintesis de xilanasas es la represion
catabdlica por glucosa, la cual puede deberse a dos mecanismos de control: un control
directo y uno indirecto. El control directo sucede a través de la represion de la
transcripcién génica y el indirecto mediante la represién del activador transcripcional

(Mach et al., 1996; Kulkarni et al., 1999).
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2.5 El género Aspergillus como potente productor de xilanasas

Del reino Fungi, los géneros Aspergillus (Gottschalk et al., 2010; Singh et al., 2016),
Trichoderma (Kaur et al., 2005; Da Cunha et al., 2013) y Penicillum (Collins et al. 2005;
Bajajetal., 2011; Singh et al., 2019) encabezan la produccién de xilanasas ya que poseen
sistemas xilanoliticos completos, con todas las enzimas necesarias para la degradacién
del xilano. Por ello, las xilanasas que se comercializan en Estados Unidos, Canad3,
Dinamarca, Irlanda, Alemania, Finlandia y Japdn provienen cominmente de hongos
como Aspergillus niger y especies de Trichoderma (Bajpai, 2004; Polizeli et al., 2005;

Harris & Ramalingam, 2010; Singh et al., 2019).

Ademads de presentarse a los hongos del género Aspergillus como potentes
productores de enzimas EX y BXL; estdn muy bien caracterizado (Knob et al., 2010; Lee
et al., 2018). Su importancia industrial se debe a que las xilanasas que estos producen
son enzimas extracelulares (Singh et al., 2019). Aspergillus es un género de hongos
filamentosos cosmopolitas, capaces de desarrollarse en una gran variedad de sustratos
naturales y bajo un amplio rango de condiciones medioambientales, creciendo desde
las regiones frias hasta los tropicos. Se trata de uno de los géneros mas estudiados por
su relevancia en la investigacion basica, la micologia médica, de alimentos, asi como en

los sectores agricola e industrial (Samson et al., 2014; Park et al., 2017).

El nombre Aspergillus fue introducido en 1729 por el botanico y sacerdote Pier
Antonio Micheli, quien observé el parecido de la estructura microscépica del hongo con
un aspergillum (elemento utilizado en las liturgias catdlicas para rociar agua) (Micheli,
1729). Casi dos siglos mas tarde se publicé la primera monografia importante del género
(Thom & Church, 1926) y para entonces Aspergillus ya se posicionaba como uno de los
grupos de hongos mas conocidos y estudiados (Bennett, 2010). Entre los estudios que
fueron publicados, el de mayor repercusién indudablemente fue el realizado por Raper
& Fennell en 1965 que reconocia 150 especies divididas en 18 grupos. Sin embargo, esta
clasificacion debia ser adaptada a la nomenclatura que establecia el Cddigo
Internacional de Nomenclatura Botanica. De esta forma, las especies descriptas se
clasificaron en subgéneros y secciones, el esquema de clasificacion empleado desde

entonces (Raper & Fennell, 1965; Gams et al., 1986). Actualmente, dentro del género
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Aspergillus se reconocen oficialmente mas de 340 especies distribuidas en 4 subgéneros

y 19 secciones (Samson et al., 2014, Houbraken et al., 2014; Park et al., 2017).

Los hongos del género Aspergillus se caracterizan por producir hifas especializadas
denominadas conidiéforos sobre los que se posicionan las células conididégenas o fidlides
las cuales originan las esporas sexuales o conidios (Abarca, 2000). Los conidiéforos
poseen tres partes bien diferenciadas: la vesicula (apical), el estipite (seccién ubicada
debajo la vesicula) y la célula pie (seccion final). Sobre la vesicula se posicionan las
fidlides, aunque algunas especies pueden presentar, entre estas dos, una tercera célula
denominada métula. Esta caracteristica permite distinguir a las especies de Aspergillus
como uniseriadas y/o biseriadas (Figura 5) (Abarca, 2000). Hay estructuras que solo
algunas especies presentan: el cleistotecio, estructura esférica/semiesférica que
corresponde al estado teleomdrfico o de reproduccidon sexual; células de Hille,
estructuras esféricas de paredes gruesas que se disponen en forma terminal o intercalar
en las hifas; y los esclerocios, estructuras de micelio compacto con funcién de reserva

(Raper & Fennell, 1965, Klich & Pitt, 1988; Kozakiewicz, 1989).
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Figura 5. Estructura tipica del conidiéforo de especies de Aspergillus. a) Conidiéforos; b)
cabezas conidiales. (Tomado de Abarca, 2000 con modificaciones). c) Colonia de Aspergillus, d)
cabeza conidial observada al microscopio y e) al microscopio electrénico de barrido (Autoria

propia).

Las caracteristicas que poseen las especies de Aspergillus permitieron utilizarlos en
procesos muy diversos desde tiempos muy remotos y en distintas partes del mundo.
Son utilizados en la elaboracién de alimentos y bebidas fermentadas, y como
productores de enzimas hidroliticas y acidos organicos para aplicacidn industrial (Park
et al., 2017). La fermentacion de alimentos y bebidas es una técnica milenaria que
emplea microorganismos y alimentos ricos en carbohidratos. En este aspecto, A. oryzae,
A. sojae y A. luchuensis se emplean para producir alimentos tradicionales asiaticos
mediante la fermentacion de almiddn de arroz, soja y miso. A. flavus y A. niger también
se emplean para fermentar mandioca y este fermento es la base de distintos platos

tradicionales de Africa (Bennett, 2010; Park et al., 2017).
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Por otro lado, las especies de Aspergillus son importantes productores de enzimas y
acidos orgdanicos. Las enzimas hidroliticas demostraron ser una alternativa mas
econdémica y respetuosa con el medio ambiente en comparacién al del uso de productos
guimicos en el area industrial (Sohail et al., 2009; Park et al., 2017). Dentro de las
enzimas hidroliticas, las xilanasas se encargan de descomponer la hemicelulosa de la
biomasay son biocatalizadores focales por su naturaleza compleja y aplicacion industrial
extendida (Kuhad et al., 2011) siendo la industria del bioetanol, la aplicacion mas

popular que se investiga actualmente (Kuhad et al., 2011; Singhania et al., 2016).

2.5.1 Importancia de la busqueda de nuevos aislamientos de Aspergillus en la selva

subtropical de Misiones

Lograr detectar y caracterizar baterias enzimaticas xilanasas es de gran importancia
en biotecnologia ya que permite la degradacién completa del componente mayoritario
de la hemicelulosa para la obtencion de bioetanol y se presenta como una estrategia de
menor impacto ambiental y mucho mas especifica en comparacion a otros métodos
utilizados habitualmente. Por esto, es esencial obtener sistemas xilanoliticos eficaces y
una manera de lograrlo es buscando nuevos aislamientos flungicos en regiones con
amplia biodiversidad. La selva subtropical de Misiones es una de los sistemas mas
biodiversos de la tierra (Brown et al., 2002; Coniglio et al., 2017). Ello la convierte en una
zona favorable para realizar dicha busqueda y encontrar nuevos aislamientos con
capacidad xilanolitica (Saparrat et al., 2002; Gil 2007; Levin et al., 2007; Fonseca et al.,
2010).

Esta eco-regidn se encuentra en el noreste de Argentina junto al Bosque Atlantico de
Brasil (Rubio, 2014) y tiene un clima subtropical con temperaturas medias de 19-24 °C
durante todo el afio y lluvias anuales que varian entre 1000 y 2200 mm (Grassi et al.,
2016). La selva subtropical tiene una superficie de area de 29.800 km? y junto a las
Yungas (selva de montaia del noroeste argentino), representan menos del 2 % de
Argentina continental y contienen mds del 50 % de la biodiversidad del pais (Figura 6)

(Rubio, 2014).
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Figura 6. Selva Paranaense y Yungas. a) Mapa de distribucion de la Selva Paranaense (NEA
argentino) y de las Yungas (NOA argentino) (Tomado de Fundacién ProYungas, 2019). b) y c)
Fotos de la Selva Paranaense (Tomado de Phillip Capper, 2011 y de la Unidad de Manejo del
Sistema de Evaluacién Forestal -UMSEF- del Ministerio de Ambiente y Desarrollo Sustentable -
MAyDS-, 2019, respectivamente). d) y e) Fotos de las Yungas (Tomado de Fiona Brown,
ProYungas, 2019 y de Juan Pablo Moro, ProYungas, 2019).

2.6 Dos perspectivas promisorias para la produccion de bioetanol 2G a partir de

residuos lignoceluldsicos

En este sentido, resulta interesante la aplicacion biotecnoldgica de endoxilanasas en
el pretratamiento y en la hidrélisis de la produccion de bioetanol 2G (Menon & Datta,

2017).
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2.6.1 Aumento de la produccién de xilanasas mediante la optimizacién del medio de

cultivo

Se han llevado a cabo producciones de xilanasas fungicas eficientes bajo
fermentacién liquida lo que permite un mejor control de las condiciones durante la
fermentacién (Motta et al., 2013; Kumar et al., 2017). Muchos pardmetros influencian
de manera significativa la produccién de estas enzimas, componentes del medio de
cultivo como fuentes de carbono y nitréogeno; condiciones de incubacién como la
temperatura, el pH, el modo de agitacién, presencia/ausencia de luz (Chipeta et al.,

2008; Kalpana & Rajeswari, 2015; Barchuk et al., 2016).

También, los cultivos de hongos filamentosos requieren de la agitacion para proveer
oxigeno (Chipeta et al., 2008) y de luz para el crecimiento y en algunos casos para la
produccion de xilanasas (Barchuk et al., 2016). Con respecto a los ingredientes del medio
de cultivo, existe gran controversia en la bibliografia sobre los mejores ingredientes y
sus concentraciones para optimizar la produccion de xilanasas (Kachlishvili et al., 2006;

Diaz et al., 2015).

Por estas razones, en las investigaciones de optimizacién de procesos de produccidn
de xilanasas se estudian diferentes pardmetros del proceso para mejorar la
productividad y la eficiencia de la produccion de estas enzimas (Barchuk et al., 2016 Diaz
et al., 2019). Ademas, las xilanasas son enzimas inducibles y el suministro del inductor
apropiado es el aspecto mas problematico y costoso en la produccidn industrial de las
mismas. El xilano comercial es el sustrato por excelencia de las xilanasas, pero es muy

costoso.

Las herramientas estadisticas tales como la metodologia de superficie de respuesta
(RSM, del inglés Response Surface Methodology) desarrolladas por Box y Wilson en 1951
son un grupo de técnicas matematicas y estadisticas para mejorar y optimizar
bioprocesos. Los disefios de RSM estiman la interaccidon entre la respuesta y los factores
permitiendo establecer las condiciones 6ptimas de los componentes del medio de
cultivo, niveles de enzimas hidroliticas como celulasas y xilanasas (Gémez & Batista,

2006; Fang et al., 2010; Diaz et al., 2015; Rodriguez et al., 2018).
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Asimismo, por esta via de optimizacion se evalua criticamente los efectos interactivos
normalmente desatendidos en la estrategia de optimizacidn de un factor a la vez (OFAT,
del inglés One Factor At a Time). Ademas, reduce significativamente el nimero de
experimentos necesarios para la normalizacién de un proceso biotecnoldgico con una
notable reproducibilidad. Por tanto, los disefios RSM estadisticos mejoran la eficiencia
de los procesos de fermentacidn antes de llevarlos a escala industrial lo que promueve
el uso de diversos organismos como factorias biolégicas no solo de enzimas sino también

de otros bio-productos potenciales (Sajith et al., 2016).
2.6.2 Aumento de la eficiencia de la hidrdlisis enzimatica

La hidrélisis enzimatica es una aplicacion biotecnolégica que tiene como objetico
aplicar cdcteles enzimaticos en la bioconversion de polisacaridos sus mondmeros
fermentables de un sustrato. La eficiencia con la que actuan las enzimas puede medirse
de muchas maneras diferentes como azlcares monoméricos, porcentaje bioconversiéon
de carbohidratos en el sustrato original y el método elegido dependera de los objetivos

del estudio (Banerjee et al., 2010).

Uno de los principales métodos utilizados para determinar la formacion de azucares
reductores es el ensayo del acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS, del inglés 3,5-dinitrosalicylic
acid). Este método mide los azucares reductores liberados por accién de las enzimas
involucradas; sin embargo, este método no puede usarse como reflejo preciso del
rendimiento de hidrélisis ya que no mide la produccidon de azlUcares monoméricos,
indispensable a la hora de evaluar la produccién de bioetanol (Park et al., 2010). El
rendimiento de hidrélisis deberia medirse en base a los azticares monoméricos liberados
durante la degradacién enzimatica, generalmente mediante andlisis por cromatografia
liquida de alto rendimiento (HPLC, del inglés High Performance Liquid Chromatography).
Una vez que se han cuantificado los azlcares, se puede calcular el porcentaje de
rendimiento con respecto a la composicién original de carbohidratos. Generalmente se
evalua la eficiencia de la hidrdlisis en términos de rendimiento de glucosa, xilosa y

arabinosa (Banerjee et al., 2010).

Para llevara a cabo el rendimiento de la hidrélisis es necesaria la caracterizacion del
sustrato, es decir, su composicion y porcentaje de los componentes en el sustrato. El

analisis de carbohidratos del sustrato sebe realizarse también luego del pretratamiento,
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para determinar correctamente el rendimiento ya que durante el pretratamiento los
polisacaridos de la biomasa pueden degradarse (Kumar & Wyman, 2009). Por otro lado,
en la bibliografia se recomienda un rendimiento 8 % (p/p) de azlcares para que la
produccidon de bioetanol sea econdmicamente factible; este porcentaje de azucares
resultaria en una concentracién de etanol del 4 % (p/p). Para lograr este resultado se
requiere de una carga tedrica inicial del sustrato por encima del 20 % (p/v), dependiendo
del sustrato. Sin embargo, los niveles reales de carga del sustrato pueden variar
dependiendo de la composicion de hidratos de carbono y lignina del sustrato (Kristensen

et al., 2009).
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo general

El objetivo general de esta tesis fue estudiar la produccién de xilanasas provenientes
de aislamientos del género Aspergillus nativos de la provincia de Misiones, su

caracterizacion y aplicacién en la hidrélisis de residuos agroindustriales.

3.2 Objetivos especificos

De acuerdo con el objetivo general planteado, se proponen los siguientes objetivos

especificos:

1. Aislar hongos nativos de la provincia de Misiones pertenecientes al género
Aspergillus y evaluar su capacidad xilanolitica y proteolitica para seleccionar los
mas promisorios.

2. Evaluar el efecto de residuos lignoceluldsicos sobre la actividad EX de los

aislamientos mas promisorios.

Identificar polifasicamente el aislamiento seleccionado.

Analizar la influencia de variables nutricionales y fisicas sobre la actividad EX.

Caracterizar las proteinas con actividad EX en los sobrenadantes optimizados.

Identificar las proteinas secretadas en los sobrenadantes optimizadas.

N o v W

Hidrolizar residuos agroindustriales con los sobrenadantes optimizados.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1 Aislamiento de hongos Aspergillus en Misiones y la evaluacion de su capacidad

xilanolitica y proteolitica
4.1.1 Aislamiento de hongos del género Aspergillus en Misiones

Con el fin de aumentar la coleccion de cepas pertenecientes al género Aspergillus
depositadas en el Laboratorio de Biotecnologia Molecular (LBM) del Instituto de
Biotecnologia Misiones (InBioMis) “Maria Ebe Reca”, Universidad Nacional de Misiones
(UNaM) se realizé aislamientos fungicos a partir de diversos sustratos de la provincia de

Misiones (Argentina).

Para el aislamiento fungico, se tomaron muestras de suelo, madera, frutas y hojas en
pudricién en zonas naturales de diferentes localidades de Misiones desde junio a agosto
del 2015 (Figura 7). Estas muestras se trasladaron hasta el laboratorio en recipientes
estériles tales como placas de Petri, frascos de vidrio y sobres de papel. Los hongos de
los materiales podridos se aislaron mediante la técnica de siembra directa en placas de
Petri de 15 cm de didmetro conteniendo medio agar papa azucarado 39 gL* (PDA, del
inglés Potato Dextrose Agar) con cloranfenicol 0,5 % (p/v) para inhibir el crecimiento
bacteriano (Benbow & Sugar, 1999). Los hongos de suelo se aislaron mediante el
método de diseminacién en superficie (Mueller et al., 2004). Para ello se prepard
diluciones seriadas de las muestras y se sembraron sobre placas de Petri de 15 cm de
didmetro con medio PDA 39 gL utilizando espatulas de Drigalsky para asegurar la
homogenizacién de la siembra. Las placas se incubaron a 28 + 2 °C de manera estatica

durante 72 h, monitoreandose diariamente.
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Figura 7. Localidades de recoleccién. a) Mapa de Misiones. b) Mapa fisico-politico de Misiones, los pines
representan la zona de recoleccidn de los aislamientos: pine rojo, Posadas; pine amarillo, Santo Pipd; pine
violeta, Leandro N. Alem; pine naranja, Aristobulo del Valle.

Se seleccionaron aquellos aislados pertenecientes al género Aspergillus basandose
en sus caracteristicas macroscopicas y estructuras microscdpicas utilizando las claves de
Pitt & Hock (1997) y Carrillo (2003). Los mismos se depositaron en el cepario del
Laboratorio de Biotecnologia Molecular (LBM) del Instituto de Biotecnologia Misiones
(InBioMis) “Maria Ebe Reca”, Universidad Nacional de Misiones (UNaM) junto con los

aislamientos de la coleccidn existente de este género fungico (Tabla 1).

4.1.2 Organismos utilizados

En este trabajo se utilizaron los aislamientos obtenidos como se describid
anteriormente y trece aislamientos de Aspergillus del cepario del InBioMis. Estos ultimos
fueron LBM 041, LBM 043, LBM 046, LBM 048, LBM 051, LBM 053, LBM 054, LBM 055,
LBM 056, LBM 057, LBM 058, LBM 059 y LBM 063 aislados y caracterizados por Zini
(2013). Todos los aislamientos se mantuvieron mediante siembras periddicas en placas
de Petri de 6 cm de didmetro conteniendo medio PDA 39 gL'y en tubos de 1,5 mLy de
15 mL conteniendo PDA 39 gL o agua estéril. Se incubaron a 28 * 2 °C de manera

estatica el hasta desarrollar micelio y se conservaron a 4 °Cy a temperatura ambiente.

En este trabajo se utilizd como control positivo externo de actividad xilanolitica al
hongo Trichoderma atroviride LBM 117 perteneciente al cepario del InBioMis debido a
su gran produccién de xilanasas (Barchuk et al., 2016).
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Tabla 1. Hongos del género Aspergillus utilizados en este estudio.

MATERIALES y METODOS

Aislamiento Material del cual Localidad de Coordenadas Referencias
se aislo Misiones
LBM 041 papaya Posadas 27°26’04” S/55°23'14” O Zini, 2013
LBM 043 maracuya Posadas 27°26'04” 5/55°23’14” O Zini, 2013
LBM 046 guayaba Posadas 27°26’04” S/55°23'14” O Zini, 2013
LBM 048 naranja Posadas 27°26'04” S/55°23’14” O Zini, 2013
LBM 051 maracuya Posadas 27°26'04” 5/55°23’14” O Zini, 2013
LBM 053 naranja Posadas 27°26'04” 5/55°23’14” O Zini, 2013
LBM 054 limdn Posadas 27°26'04” 5/55°23’14” O Zini, 2013
LBM 055 hojas de té Posadas 27°26'04” 5/55°23’14” O Zini, 2013
LBM 056 hojas de yerba mate Posadas 27°26’04” S/55°23'14” O Zini, 2013
LBM 057 hojas de té Posadas 27°26°04” S/55°23’14” O Zini, 2013
LBM 058 hojas de yerba mate Posadas 27°26’04” S/55°23'14” O Zini, 2013
LBM 059 palta Garupa 27°27'28"” 5/55°51'25” O Zini, 2013
LBM 063 hojas de té Posadas 27°26’04” S/55°23’14” O Zini, 2013
LBM 126 hojas de yerba mate Santo Pipo 27°13’70” 5/55°41°07” O Esta tesis
LBM 127 hojas de yerba mate Santo Pipo 27°13’70” 5/55°41°07” O Esta tesis
LBM 128 hojas de yerba mate Santo Pipo 27°13’70” 5/55°41°07” O Esta tesis
LBM 129 madera en descomposicion Alem 27°24’39” S/55°54’7” O Esta tesis
LBM 130 madera en descomposicion Posadas 27°43’62" S/55°88’77” O Esta tesis
LBM 131 madera en descomposicion Posadas 27°43’62"” S/55°88’77" O Esta tesis
LBM 132 fruta en descomposicién Posadas 27°43’62"” S/55°88’77” O Esta tesis
LBM 133 fruta en descomposicién Posadas 27°43’62"” S/55°88’77" O Esta tesis
LBM 134 madera en descomposicion  Aristobulo del Valle  27°09'05” S/54°86’77"’ O Esta tesis
LBM 135 madera en descomposicion  Aristobulo del Valle  27°09°05” 5/54°86°77"’0 Esta tesis
LBM 136 suelo Posadas 27°43’62" S/55°88’'77"'0 Esta tesis
LBM 210 suelo Posadas 27°43’62" S/55°88°77"’ O Esta tesis

4.1.3 Preparacion del sustrato

La evaluacién de la capacidad de producir xilanasas por parte de los aislamientos se

realizé en medio liquido utilizando un sustrato natural, bagazo de cafia de azlcar,

recolectado por Barchuk et al. (2016) de la azucarera “Alto Uruguay” de la localidad de

San Javier, Misiones. El material se secd a 60 £ 2 °C durante toda la noche y luego se
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molidé hasta obtener un material de 40 mesh y se caracterizd segln procedimientos
estandarizados propuestos por el Laboratorio Nacional de Energia Renovable (NREL, del

inglés National Renewable Energy Laboratory) (Tabla 6).

4.1.4 Condiciones de cultivo para la evaluacién cuantitativa xilanolitica y proteolitica

Los hongos se reactivaron en medio sélido PDA 39 gL e incubaron a 28 + 2 °C durante
5 dias. A partir de estos cultivos se obtuvo una suspensién de esporas a una
concentracién de 107 esporas mL! de cada aislamiento. Esta suspension se realizé
raspando suavemente la superficie de las placas y suspendiendo las esporas en solucién
acuosa de Tween 80 0,1 % (v/v) hasta llegar a la concentracién deseada. Se tomd 1 mL
de esta suspensidn de esporas y se inoculé en frascos Erlenmeyer de 100 mL
conteniendo 25 mL de medio liquido Czapek (NaNOs 2 gL; KH,PO4 1 gL; KCI 0,5 gL?;
MgS04.7H,0 0.5 gLY; FeS04.7H,0 0.01 gL ) suplementado con bagazo de cafia de azlcar
10 gL'y peptona de carne 3 gL pH 4,8. Los mismos crecieron a 100 rpm a 28 + 2 °C
durante 20 dias, tomandose alicuotas de 1 mL de sobrenadante cada 48 h en

condiciones de esterilidad para determinar las actividades xilanoliticas y proteoliticas

4.1.5 Determinacion de la actividad xilanolitica

La actividad EX se determind como la liberacion de azucares reductores mediante la
técnica del acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS) (Miller, 1959). La determinacion enzimatica
se realizé segun Bailey et al. (1992) utilizando como sustrato xilano de madera de haya
(Sigma-Aldrich, USA). La mezcla de reaccion conteniendo 100 pL de xilano 1 % (p/v) en
solucion tampdn acetato de sodio 0,05 M pH 4,8 y 100 pL del sobrenadante se incubd a
50 °C durante 5 min. Luego, se agregé 600 uL de DNS a la mezcla de reaccidn, se hirvio
durante 5 min y se agregd 4 mL de agua destilada. La absorbancia se midié a 540 nm. La
actividad EX se expresé como unidades internacionales (U) definidas como la cantidad

de enzima necesaria para producir 1 umol de xilosa por min a 50 °C.

La actividad BXL se determind segun Ghose & Bisaria (1987) utilizando como sustrato
4-nitrofenil-B-xilopirandsido (PNPX, Sigma-Aldrich, USA). La mezcla de reaccion

conteniendo 900 pL del sustrato 1 % (p/v) en solucion tampdn acetato de sodio 0,5 M

35|Pagina



MATERIALES y METODOS

pH 4,8 y 100 pL del sobrenadante se incubd a 50 °C durante 30 min. Luego se adicioné
0,5 mL de Na;CO3 1 M para detener la reaccion y la cantidad de p-nitrofenol liberado se
midié a 400 nm. La actividad BXL se expresé como unidades internacionales (U)
definidas como la cantidad de enzima necesaria para liberar 1 umol de p-nitrofenol por

min a 50 °C.

4.1.6 Determinacion de la actividad proteolitica

Se ensayd actividad caseina y gelatina-proteasas de los sobrenadantes de mayor
actividad EX y BXL de cada aislamiento. La actividad caseina-proteasa se ensay6 en
placas de leche descremada 1 % (p/v) y agar 1 % (p/v) a pH neutro. La actividad gelatina-
proteasa se determind sobre placas de gelatina sin sabor 1 % (p/v) y agar 1 % (p/v) a pH

4,8. (Smith & Goodner, 1958; Vermelho et al., 1996).

En las placas se cortaron tacos de 5 mm de didmetro y se llenaron con 15 plL de los
sobrenadantes a estudiar. Se incubaron a 37 * 2 °C durante 10 h. Los halos de
degradacion se observaron, midieron con calibre electrdonico y se fotografiaron con
camara digital Canon Power Shot G10. Las placas de gelatina se tiferon con 1 mL de

reactivo Bradford (BioRad) para visualizar mejor los halos de degradacién.

4.1.7 Andlisis estadisticos

Todos los experimentos y las determinaciones enzimdticas se llevaron a cabo por
duplicado y sus resultados se evaluaron con el andlisis de la varianza (ANOVA) y con el
test de significancia estadistica utilizando para ambos los programas Statgraphics

Centurion XVI.I y GraphPad 5ta version.

El andlisis de componentes principales (PCA, del inglés Principal Component Analysis)
se realizé con el programa InfoStat version 2017 para identificar la participacidn de las
enzimas xilanoliticas y proteoliticas y su correlacién con la biodegradacién del bagazo
de cafa de azucar llevada a cabo por los distintos aislamientos de Aspergillus. El analisis
de conglomerados se llevd a cabo para clasificar los aislamientos en funcién de sus

actividades xilanolitica y proteolitica; el mismo también se realizdé con el programa
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InfoStat version 2017. De estos andlisis multivariados se eligio los dos aislamientos mas

promisorios que presentaron mayor actividad xilanolitica y baja actividad proteolitica.

4.2 Efecto de los residuos lignoceluldsicos sobre la actividad EX de los aislamientos mas

promisorios

El efecto de cuatro residuos lignoceluldsicos se evalué sobre la actividad EX de dos
aislamientos seleccionados en la etapa previa. Estos residuos fueron: bagazo de cafia de
azucar (Saccharum officinarum), bagazo de mandioca (Manihot esculenta), aserrin de

eucaliptus (Eucalyptus globulus) y aserrin de pino (Pinus taeda).

4.2.1 Preparacion de los materiales lignoceluldsicos

El bagazo de cafia de azucar se preparé de la misma manera que se describio

previamente (seccion 4.1.3).

La Cooperativa San Alberto localizada en Puerto Rico, Misiones doné el bagazo de
mandioca. Este se secé a 110 + 2 °C durante 12 h y se molid hasta obtener un material

de 40 mesh.

Los aserrines de eucaliptus y pino se recolectaron en el aserradero Valerio Oliva de
la localidad de Garupd, Misiones (Rodriguez et al., 2015). Ambos se secaron durante 12

h a 60 °Cy se molieron hasta obtener un material de 40 mesh.

La composiciéon de los bagazos de cafia de azucar y de mandioca y el aserrin de
eucaliptus se caracterizaron segln procedimientos estandarizados propuestos por el
NREL. El bagazo de pino se caracterizé en estudios previos, publicados por el grupo de

trabajo (Tabla 8) (Rodriguez et al., 2017).

4.3.2 Condiciones de cultivo

Los microorganismos elegidos se reactivaron en placas de medio PDA39glL?a 28 +2
°C y se realizd una suspension de esporas de cada uno a una concentracién de 10’

esporas mL como se describié previamente (seccién 4.1.4). Un mL de cada suspension
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se inoculé en frascos Erlenmeyer de 100 mL conteniendo 25 mL de medio liquido
minimo Czapek suplementado con uno de los residuos lignoceluldsicos; bagazo de cafia
de azucar, de mandioca, aserrin de eucaliptus o aserrin de pino a una concentracién de
10 gL, Los frascos Erlenmeyer se esterilizaron a 121 °C por 20 min para prevenir
cualquier contaminacién por otros microorganismos que puedan antagonizar o inhibir
con el crecimiento de los aislamientos de Aspergillus seleccionados. Se incubaron a 28 +
2 °C a 100 rpm y se tomaron muestras de un mL de cada ensayo en condiciones de
esterilidad cada 48 h para monitorear una fermentacion axénica y determinar la

actividad EX hasta que la actividad decayé.

4.2.3 Efecto de concentraciones de residuos lignoceluldsicos sobre la actividad EX

Con el fin de conocer la concentracion 6ptima de los residuos lignoceluldsicos
seleccionados previamente que permitan mejorar la actividad EX de los aislamientos
elegidos, se estudiaron diferentes concentraciones de estos. Para ello, se realizaron
suspensiones de esporas de ambos aislamientos (seccidn 4.1.4) e inocularon en frascos
Erlenmeyer de 100 mL conteniendo 25 mL de medio minimo Czapek suplementado con
5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45 y 50 gL de cada uno de los residuos lignoceluldsicos
seleccionados. Se incubaron a 28 £ 2 °C a 100 rpm y se tomaron muestras de un mL de
cada ensayo en condiciones de esterilidad cada 48 h para monitorear una fermentacién

axénica y determinar la actividad EX hasta que la actividad decayé.

4.2.4 Analisis estadisticos

Todos los experimentos se llevaron a cabo por duplicado y se evaluaron con el analisis
de la varianza (ANOVA) y con el test de significancia estadistica utilizando para ambos

los programas Statgraphics Centurion XVI.l y GraphPad 5% version.

4.2.5 Estudio costo/beneficio

Para decidir el mejor medio de cultivo en términos de costos y produccién

enzimatica, se llevd a cabo un estudio de costo/beneficio en el cual se compararon los
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medios de cultivo que soportaron mayores niveles de EX con y sin agitacién. En esta
etapa se eligio el aislamiento que presentd mayor actividad EX para continuar con los

estudios siguientes.

4.3 Identificacion polifasica del aislamiento seleccionado
4.3.1 Extraccion de ADN

El aislamiento seleccionado se reactivd en placa con medio sélido PDA 30 gL' y se
incubd a 28 + 2 °C durante 5 dias. Luego, se cortaron asépticamente tacos cubiertos de
micelio joven y se colocaron en medio liquido conteniendo extracto de levadura 15 gL
y sacarosa 30 gL (YES, del inglés Yeast Extract Sucrose) y se incubaron durante 2 dias a
28 + 2 °C. A partir del micelio crecido se extrajo el material gendmico siguiendo el
protocolo propuesto por Fonseca et al. (2015). Se cuantificd el ADN en base a los niveles
de absorbancia a 260 nm, considerando que 1 unidad de absorbancia equivale a una
concentracién de 50 pg de DNA L. Por otro lado, la calidad y la pureza del DNA se
compard mediante la relacion Azso/Azs0. La integridad del ADN gendmico se evalud por
medio de electroforesis en gel de agarosa como se describe en la seccién 4.3.3. El ADN

gendmico extraido se conservo en freezer a -20 °C.

4.3.2 Obtencion de las secuencias de interés

Se amplificaron cinco regiones del ADN de interés mediante la reaccién en cadena de
la polimerasa (PCR, del inglés Polymerase Chain Reaction). La reaccién de PCR estandar
fue de 20 pL de volumen final conteniendo solucién tampdn de PCR (5 mM KCly 10 mM
Tris-HCl pH 8,4), dNTPs 200 uM, MgCl; 2,5 mM, cebadores sentido y antisentido 10 pmol
por reaccién de cada uno, Taq polimerasa 0,5 U y ADN genédmico 50 ng. Las secuencias
amplificadas fueron las regiones espaciadoras transcriptos internos del ADN ribosémico
(ITS, del inglés Internal Transcribed Spacer), regiéon que codifica para la subunidad
ribosomal mayor 28S (LSU, del inglés Large SubUnit), regiones de los genes B-tubulina
(Bt), calmodulina (CMD) y factor de elongacion de la transcripcion la (Tef, del inglés

Translation elongation factor 1a). Los cebadores universales que se utilizaron para
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amplificar estas regiones génicas se seleccionaron a partir de una busqueda bibliografica

adecuada al género de estudio (Tabla 2).

Tabla 2. Cebadores utilizados en la amplificacidn de diferentes regiones para la identificaciéon de
hongo seleccionado.

Region amplificada Cebadores Secuencias (5’-3') Referencia
ADNr ITS1-5,8-1TS2 ITS1 TCCGTAGGTGAACCTGCGG White et al., 1990
ITS4 TCCTCCGCTTATTGATATGC
Dominio D1/D2 del NL1 GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG Kurtzman & Robnett,
ADNr 28S NL4 GGTCCGTGTTTCAAGACGG 1997
Bt, exones 3,4,5, region Bt2a GGTAACCAAATCGGTGCTGCTTTC Glass & Donaldson,
parcial del 6 Bt2b ACCCTCAGTGTAGTGACCCTTGGC 1995
CMD, exones 2,3,4, CMD5 CCGAGTACAAGGARGCCTTC Hong et al., 2005
region parcial del 5 CMD6 CCGATRGAGGTCATRACGTGG
Tef, intrén 1y exones 1 Alfiel TCGTCATCGGCCACGTCGACTC Yergeau et al., 2005
y2 TeflR GCCATCCTTGGAGATACCAGC Samuels & Ismaiel,
2009

Los ciclados de PCR consistieron en una etapa inicial de 4 min a 94 °C, seguida por 30
ciclos de 94 °C, 50/55 °C por40sy 72 °C por 40 s y una etapa final de 10 min a 72 °C. Los
cebadores ITSy D1/D2, con una Tm de 52 °C; los demas cebadores con una Tm de 55 °C.
Los amplicones se corroboraron mediante electroforesis de geles de agarosa 2 % (p/v)
como se describe en la seccidn 4.3.3. Se utilizé como referencia el marcador de peso

molecular gLadder 1000 pb Precision (Productos Bio-Légicos, S.A.).

4.3.3 Electroforesis en geles de agarosa

Los geles de agarosa se prepararon en buffer Tris base- acido bérico - acido
etilendiaminotetraacético (EDTA) (buffer TBE) 0,5 X. Los geles de agarosa 1 % (p/v) se
utilizaron para chequeo de ADN gendmico mientras que los geles de agarosa 2 % (p/v)
se usaron para chequeo de amplicones. La electroforesis se realizé a 100 V por 30 min
usando como buffer de corrida TBE 0,5 X. Los geles se tifieron con Gel Red (Biotium,
10000 X) siguiendo las instrucciones del fabricante, se visualizaron bajo luz ultravioleta

(UV) y se fotografiaron con cdmara digital Canon Power Shot G10.
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4.3.4 Arboles de secuencias concatenadas

Las amplicones obtenidos se enviaron a secuenciar al servicio de secuenciaciéon
automatica de Macrogen Inc. (Corea). Una vez recibidas las secuencias, se realizaron
analisis bioinformaticos. En primer lugar, las secuencias se editaron con el programa

BioEdit Sequence Alignment Editor v7.0.5 para obtener las secuencias consenso.

Los arboles filogenéticos se construyeron con las secuencias ITS, Bt y CMD
concatenadas. Las secuencias de ITS, Bt y CAM utilizadas en la construccién de los
arboles se extrajeron del banco de datos de genes (GenBank) del Centro Nacional de
Informacién Biotecnoldgica (NCBI del inglés, National Center for Biotechnology
Information). Estas secuencias pertenecen a las cepas tipo de especies de la seccidn Nigri
del género Aspergillus perteneciente a la coleccion CBS-KNAW referenciadas en el

trabajo de Varga et al. (2011) (Anexo 1).

El alineamiento multiple y empalme de las secuencias de los marcadores se realizd
utilizando la herramienta ClustalW del paquete bioinformatico MEGA 7.0. Los arboles
se construyeron por los métodos estadisticos del vecino mas cercano (NJ, del inglés
Neighbor Joining) usando el modelo de sustitucién Kimura-dos pardametros y de maxima
parsimonia (MP, del inglés Maximum Parsimony). En ambos casos, se utilizé el test de
Bootstrap con 1000 replicaciones mediante la herramienta Phylogeny del programa
MEGA 7.0. Para el enraizamiento de los arboles, como grupo externo se utilizé a A. flavus

CBS 100927 (Varga et al., 2011).

4.3.5 Identificacion polifasica

La identificacion polifasica se llevd a cabo mediante la herramienta Polyphasic

Identification, disponible online en el sitio http://www.westerdijkinstitute.nl/. Paraello,

se utilizd las secuencias de los marcadores moleculares, ITS, D1/D2, Bt, Tefla y CMD
(seccion 4.4.2), el registro de caracteres morfolégicos macroscépicos y microscépicos en
diferentes medios de cultivo a distintas temperaturas de incubacién, asi como también

la produccion de 4cido-base y 4cido ciclopiazénico (Tabla 3).
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Tabla 3. Metodologia para la observacién de los caracteres macro y microscépicos.

Medios de cultivo

Temperatura de

incubacion (°C)

Evaluacion de caracteristicas

Macroscopicas

Microscépicas®

Agar Creatina  Sacarosa 25 Produccion de 4acido-

(CREA, del inglés Creatine base.

Sucrose Agar) (Frisvad, 1985)

Agar Extracto de Levadura 25,30y 37 Didmetro de la colonia; Largo y ancho del

Czapek (CYA, del inglés color anverso y reverso estipite; forma y

Czapek Yeast Agar) (Pitt, de la placa; produccion tamaiio del conidiéforo

1979) de 4cido ciclopiazénico®.  y de la vesicula; tamafio
y forma de conidios;

Agar Extracto de Levadura 25 Diametro de la colonia; presencia y ausencia de

con NaCl 5 % (p/v) (CYAS, del color anverso y reverso esclerocio o

inglés Czapek Yeast Agar with de la placa. cleistotecio, forma y

Sault) (Pitt, 1979) tamafio de ascosporas

Agar Extracto de Malta (MEA, 25 Didmetro de la colonia;

del inglés Malt Extract Agar)

color anverso y reverso.

(Raper & Thom, 1949)

? La produccién de acido ciclopiazdnico se realizé mediante la prueba de Ehrlich (Lund, 1995)
con mediante el método de papel de filtro Whatman nimero 1.

®Las caracteristicas microscopicas se observaron en microscopio éptico con micrémetro 100 X a
partir de preparados de micelio joven tefiido con azul de lactofenol. Se fotografiaron digital
Canon Power Shot G10; las mediciones se realizaron con el programa ImageJ.

4.4 Evaluacion del efecto de las variables nutricionales y fisicas sobre la actividad EX del

aislamiento seleccionado
4.4.1 Cribado de fuentes de nitrégeno sobre la actividad EX del aislamiento elegido

El efecto de siete fuentes de nitrégeno se evalud sobre la actividad EX del aislamiento
elegido mediante un disefio factorial fraccionado 1/16 de 19 corridas experimentales y
tres puntos centrales. Se llevaron a cabo dos disefios de este tipo, uno para el medio
previamente optimizado con bagazo de cafia de azucar y otro con bagazo de mandioca
(seccion 4.2.3). Las fuentes de nitrégeno fueron, extracto de levadura, sulfato de
amonio, mandioca, nitrato de sodio, peptona de carne, tripteina bacteriolégica y urea.
Cada factor se evalud a dos niveles, superior (+1) e inferior (-1) con sus correspondientes
niveles centrales (0) (Tabla 4). Ambos disefios constaron con una matriz experimental
de 19 corridas, cada una con diferentes combinaciones de concentraciones de las

fuentes de nitréogeno. Estas combinaciones se ensayaron en medio liquido Czapek
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suplementado con la mejor concentracién de bagazo de cafia de azucar o de bagazo de
mandioca. Los frascos Erlenmeyer de 100 mL conteniendo 25 mL del medio se
esterilizaron a 121 °C por 20 min y se inocularon con 1 mL de suspensién 10’ esporas
mL? del hongo seleccionado (seccidn 4.1.4). Se incubd a 28 + 2 °C y se tomd muestras
cada 48 h en condiciones de esterilidad hasta que la actividad EX decayd. Los
experimentos que contenian bagazo de caiia de azlcar se llevaron a cabo a 100 rpm y

aquellos con bagazo de mandioca, sin agitacion.

Tabla 4. Factores evaluados en el experimento de cribado de fuentes de nitrégeno.

Fuente de nitrégeno Concentracién de los niveles (gL?)

-1 0 +1

Extracto de levadura 1 5,5 10
Mandioca 1 3 5

Nitrato de sodio 0,5 1 1,5
Peptona de carne 1 3 5
Sulfato de amonio 1 3 5

Tripteina bacterioldgica 0,5 1 1,5
Urea 1 3 5

El efecto de cada componente nutricional sobre la actividad EX se calculé segln la

siguiente ecuacion:
E;=YR;. —XR;_/N (1)

donde, E; es el efecto de la fuente de nitrégeno i bajo las condiciones de estudio; Ri+y Ri-
son las respuestas de la variable dependiente, actividad EX, en las cuales las fuentes de
nitrégeno se encontraban en su valor maximo, +1, y minimo, -1; y N es el total de

corridas experimentales.

4.4.2 Optimizacién de las fuentes de nitrégeno para la actividad EX del hongo

seleccionado

Con el fin de aumentar la actividad EX del aislamiento elegido, se llevd a cabo Ia
optimizacidn de las fuentes de nitrégeno utilizando una metodologia de superficie de

respuesta. Para ello, se emplearon dos disefios compuestos centrales (DCC) ortogonales,
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uno para el medio optimizado previamente con bagazo de cafia de azlcar y el otro para
el medio optimizado con bagazo de mandioca (seccion 4.3.3). Ambos disefios constaron
de cinco niveles (-a, -1, 0, +1 y +a) y cuatro réplicas en sus puntos centrales. En el caso
del medio suplementado con bagazo de cafia de azlcar, las fuentes de nitrégeno
ensayadas en este DCC fueron extracto de levadura, peptona de carne y tripteina
bacterioldgica. En el caso del medio optimizado con bagazo de mandioca, las fuentes de
nitrégeno ensayadas fueron la peptona de carne y urea. Las concentraciones evaluadas

se detallan en la Tabla 5.

Tabla 5. Fuentes de nitrégeno evaluadas en ambos DCC y sus valores codificados y reales.

Bagazo de caiia de azucar Bagazo de mandioca

Valores codificados 168 -1 0 +1  +1,68 1441 0 -1 +1 +1,41

Extracto de levadura 0,32 1 2 3 3,67 - - - - -
Tripteina bacteriolégica 0,08 0,25 0,5 0,75 0,9 - -
Peptona de carne 0,32 1 2 3 3,67 0,385 1 2,5 4 4,615
Urea 0,385 1 25 4 4615

La matriz experimental del DCC para el medio optimizado con bagazo de cafia de
azucar consto de 18 corridas mientras que, para el medio con bagazo de mandioca, de
12 corridas experimentales. Estas combinaciones de fuentes de nitrégeno se ensayaron
en medio liquido Czapek suplementado con la mejor concentracion de bagazo de caia
de azucar o de bagazo de mandioca. Frascos Erlenmeyer de 100 mL conteniendo 25 mL
del medio se esterilizaron a 121 °C por 20 min y se inocularon con 1 mL de suspensién
107 esporas mL* del hongo seleccionado (seccién 4.2.2). Se incubd a 28 + 2 °Cy se tomd
muestras cada 48 h en condiciones de esterilidad hasta que la actividad EX decayd. Los
experimentos que contenian bagazo de cafia de azucar se llevaron a cabo a 100 rpm vy

aquellos con bagazo de mandioca, sin agitacion.
El comportamiento de ambos sistemas se explicd con la siguiente ecuacién:
— 2
Yy =ao+Xapx; +2a;Xx%+Y a;;XX; (2)

donde, y representa la actividad EX, a,es el coeficiente del intercepto, a; es el

coeficiente del efecto linear, a;; es el coeficiente del efecto cuadratico y a;; es el

44 |Pagina



MATERIALES y METODOS

coeficiente de la interaccion, x; y x; denotan los niveles codificados de las variables

x;x; en los experimentos.

La variable X;se codificd como x; segun la siguiente ecuacion:
x; = (X; — Xo)/AX; (3)

donde, x; es el valor adimensional codificado de la variable X;, X, es el valor de X; ensu
punto central, y AX; es el salto de cambio de la variable desde su nivel +1 6 -1 a su nivel

central.

4.4.3 Validacion de los modelos estadisticos

Para validar la optimizacion de ambos disefios, se llevaron a cabo seis corridas
experimentales bajo las condiciones éptimas predichas por el modelo. Los valores

predichos por el modelo se decodificaron mediante la ecuacién (3).

Los ensayos se esterilizaron a 121 °C por 20 min y se incubaron bajo las mismas
condiciones que los DCC. Se determind la actividad EX y se corroboré con la actividad EX

optima predicha por el modelo.

4.4.4 Evaluacion del efecto de la concentracién de indculo y variables fisicas sobre la

actividad EX del hongo seleccionado

Con el fin de aumentar ain mas la actividad EX del hongo seleccionado, se optimizé
la concentracion del indéculo y las variables fisicas con el método OFAT. Las
concentraciones de indculo evaluadas fueron 10° y 10’esporas mL™. Las variables fisicas
gue se evaluaron fueron: tamafio de sustrato (40 mesh, menor a 40 mesh y 120 mesh);
temperatura (25, 28 y 30 °C); pH (3,5; 4,5; 4,8; 5,5 y 6,5); condiciones de luz (con y sin

luz); modo de agitacion (100 rpm vy sin agitacion).

Estos factores se evaluaron en ambos sistemas optimizados, con bagazo de cafia de
azUcar y con mandioca, en frascos Erlenmeyer de 100 mL conteniendo 25 mL del medio
correspondiente. Los frascos se esterilizaron a 121 °C por 20 min, se incubaron a 28 + 2
°Cy se tomaron alicuotas de un mL cada 48 h en condiciones de esterilidad hasta que la

actividad EX decayd. Todos los experimentos se llevaron a cabo por duplicado.
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4.4.5 Andlisis estadisticos

Las matrices experimentales de los disefos factoriales fraccionados y de los DCC se
realizaron con el programa Statgraphics Centurion versién XVI.I al igual que los ANOVA
de sus resultados experimentales y los graficos de Pareto y de superficie de respuesta.
Asimismo, los resultados de la evaluacion de las variables fisicas se analizaron con el
programa Statgraphics Centurion versiéon XVI.l y graficaron con el programa GraphPad

5% version.

4.4.6 Estudio costo/beneficio: bagazos vs. xilano comercial.

Con el objetivo de comparar la produccién de enzimas con actividad EX a partir del
hongo elegido crecido en residuos y en xilano comercial, se realizaron experimentos
inoculando 1 mL de suspension de esporas del hongo en frascos Erlenmeyer de 100 mL
conteniendo 25 mL de medio liquido minimo Czapek suplementado con peptona 3 gL
y xilano de madera de haya (Sigma-Aldrich, USA) 10 gL. Se incub6 a 28 + 2 °C con luz a

100 rpm y se tomd muestras de 1 mL cada 48 hasta que la actividad EX decayo.

Para exponer la ventaja econdmica de producir enzimas con actividad EX utilizando
como sustrato bagazos, se realizd un estudio costo/beneficio en el cual se comparé el
costo de producir dichas enzimas con bagazo de cafia de azlcar, con bagazo de

mandioca y con xilano comercial.

A su vez, las enzimas con actividad EX presentes en ambos sobrenadantes
optimizados se caracterizaron bioquimicamente (apartado 4.5) al igual que se
identificaron las proteinas presentes en estos mediante el andlisis de sus secretomas
(apartado 4.6). Asimismo, estos sobrenadantes se aplicaron en la hidrdlisis de residuos

agroindustriales (aparatado 4.7).
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4.5 Caracterizacién de las enzimas con actividad EX presentes en los sobrenadantes

optimizados

La actividad EX de todos los ensayos llevados a cabo en este apartado se determiné
utilizando el protocolo descripto en la seccion 4.1.6, con las modificaciones
correspondientes. Asimismo, los ensayos se realizaron por duplicado para cada medio

optimizado, con bagazo de caiia de azucar y con bagazo de mandioca.

4.5.1 Temperatura optima

El efecto de la temperatura sobre la actividad EX se evalué incubando la mezcla de
reaccion a pH 4,8 a diferentes temperaturas; 4, 10, 20, 30, 40, 45, 50, 60, 70y 80 °C. Las
demas condiciones se mantuvieron constantes. Luego se continud con la determinacién

de la actividad enzimatica y la misma se expresd en UmL™.

4.5.2 pH 6ptimo

El efecto del pH sobre la actividad EX en ambos sobrenadantes optimizados se
determind incubando la mezcla de reaccion a 50 °C variando el pH desde 3 a 10. Los
buffers utilizados fueron los siguientes: buffer citrato de sodio para pH 3, buffer acetato
de sodio para pH 4, 4,8 y 5y buffer fosfato de sodio para pH 6, 7 y 8. Luego se continud

con la determinacion de la actividad enzimatica y la misma se expresd en UmL™.

4.5.3 Termoestabilidad

Para evaluar la termoestabilidad enzimatica en el tiempo, se incubd ambos
sobrenadantes a 4, 30, 40 y 50 °C, pH 4,8. Los sobrenadantes se retiraron a distintos
intervalos; 6, 12, 24, 48, 72, 96 h y se midid la actividad EX residual de ellos. La actividad
residual se expresd en porcentaje tomando la actividad enzimatica al tiempo cero como

el 100 %.
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4.5.4 Estabilidad en pH

Para determinar la estabilidad enzimatica en funcién del pH, ambos sobrenadantes
se incubaron a diferentes pHs; 3, 4,8 y 7 a una temperatura constante de 50 °C durante
diferentes intervalos; 6, 12, 24, 48,72, 96 h. Luego, se realizé la medicion de la actividad
EX. La actividad residual se expresé en porcentaje tomando la actividad enzimatica al

tiempo cero como el 100 %.

4.5.5 Andlisis estadisticos

El método empleado para discriminar entre las medias fue el procedimiento de
diferencia minima significativa (LSD, Least Significant Difference) de Fisher. Para ello se

utilizé el programa GraphPad 5% version, al igual que para la realizaciéon de los graficos.

4.5.6 Deteccion de proteinas con actividad EX en ND-PAGE

La presencia de isoenzimas con actividad EX se detectdé mediante un andlisis de perfil
electroforético en geles de poliacrilamida no desnaturalizantes (ND-PAGE, del inglés
Non Denaturing Polyacrylamide Gel Electroforesis). Se realizd electroforesis no
desnaturalizante en geles de poliacrilamida al 6 % (p/v) conteniendo xilano de madera
de haya 1 % (p/v) (Sigma-Aldrich, USA) (Royer & Nakas, 1989). Se sembraron 10, 20y 40
ug de proteinas totales por carril. La corrida electroforética se realizé a 100 V por 120
min en buffer Tris-Glicina 1,5 M, pH 8,3. Los geles se fijaron en una solucién acuosa
conteniendo 40 % (v/v) de metanol, 10 % (v/v) de acido acético durante toda la noche.
Luego, se incubaron en buffer acetato de sodio 0,05 M pH 4,8 a 50 °C, 80 rpm durante
45 min y se tifleron con solucién acuosa de Rojo Congo 0,1 % (p/v) a 45 °C, 80 rpm
durante 15 min. Posteriormente se lavaron primero con agua corriente y luego con

solucién NaCl 1 M en agitacidén constante hasta detectar las bandas con actividad EX.

4.6 Caracterizacion de los sobrenadantes optimizados y controles

Con el fin de analizar la diferencia de la secrecidon proteica del hongo seleccionado al

crecer con los residuos lignoceluldsicos seleccionados, se llevaron a cabo medios
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controles los cuales contuvieron medio minimo Czapek y las fuentes de nitrégeno
optimizadas sin contener los sustratos lignocelulésicos. Frascos Erlenmeyer de 100 mL
conteniendo 25 mL de medio control se inocularon como se describe en la seccién 4.1.4.
Las condiciones de incubacién también fueron las optimizadas para cada residuo

lignocelulésico.

Los sobrenadantes optimizados con los residuos lignoceluldsicos y sus respectivos
controles se caracterizaron mediante geles SDS-PAGE con tincion de plata (seccion
4.6.1). Se determinaron las principales actividades enzimaticas relacionadas con la
hidrdlisis de la holocelulosa debido a que los residuos lignoceluldsicos son sustratos muy
complejos (seccion 4.6.2). Asimismo, se analizaron e identificaron las proteinas
presentes en los sobrenadantes optimizados y en sus controles por espectrometria de

masas (seccion 4.6.3).

4.6.1 Separacion de las proteinas totales por SDS-PAGE

Para evaluar el perfil de proteinas secretadas se realizaron geles de poliacrilamida
desnaturalizantes al 12 % (p/v) (Laemmli, 1970). El SDS se agregd al gel como a los
buffers de carga y de corrida. Con el fin de desnaturalizar las proteinas y romper los
puentes disulfuro, se incubd 20 pL del extracto enzimatico con el buffer de carga y 2-B-
mercaptoetanol a 100 °C por 5 min y luego se sembré en el gel de poliacrilamida. La
electroforesis en geles de poliacrilamida se llevé a cabo a 100 V durante 2 h. Luego, los
geles se fijaron en una solucién acuosa conteniendo 40 % (v/v) de metanol, 10 % (v/v)
de acido acético durante toda la noche. Posteriormente, se lavaron con solucién acuosa
de etanol 50 % (v/v) 3 veces durante 5, 10 y 15 min, con solucidn de tiosulfato 2 % (v/v)
y finalmente con agua destilada. Los geles se incubaron con solucién reveladora AgNO3
0,2 % (p/v) en agitacion hasta que se detectaron las bandas y la reaccién se detuvo
inmediatamente incubando con solucién acuosa de acido acético 15 % (p/v). Para
determinar la masa molecular de las bandas se utilizé el marcador de peso molecular

Phage Ruler pre-stained protein ladder (Thermo Scientific).
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4.6.2 Preparacion de las muestras para analisis secretémico

Los sobrenadantes optimizados libres de micelio se filtraron al vacio y centrifugaron
a 10.000 rpm, 4 °C durante 15 min; luego, se clarificaron con filtros de 0,22 um
(Chromafil® xtra) y concentraron con dispositivos Amicon de 3 kDa. Se determind la
concentracién de proteinas totales mediante el método de Bradford (Bradford, 1976).
Se midié en espectrofotémetro a una absorbancia de 595 nm y la concentracidon de
proteinas se expresd en mgmL™? en relacidn con una curva estdndar de diluciones
seriadas de albumina. De cada muestra se utilizé un volumen de sobrenadante que
presentara 40 pug de proteinas como maximo para continuar con el protocolo de

reduccién y precipitacién con acetona.

Primeramente, las muestras se trataron con dithiothreitol (DTT) 10 mM a 56 + 2 °C
durante 45 min con el fin de reducir los puentes disulfuro de las proteinas y para evitar
gue se vuelvan a formar, se llevé a cabo una alquilaciéon con iodoacetamida a una
concentracion final de 20 mM a 25 °C en oscuridad durante 45 min. Luego las muestras
se precipitaron con acido tricloroacético (TCA, del inglés Trichloroacetic acid) 100 % (v/v)
igual a la quinta parte del extracto proteico obtenido para cada muestra, incubandose a
-20 °C durante 2 h. Las muestras se centrifugaron a 10.000 rpm, 4 °C durante 10 miny
se recuperaron los pellets. Estos se lavaron con acetona fria, -4 °C y se centrifugd a

10.000 rpm, 4 °C durante 10 min, repitiendo el lavado tres veces.

Los precipitados proteicos obtenidos se enviaron a analizar al Centro de Estudios
Quimicos y Bioldgicos por Espectrometria de Masa (CEQUIBIEM) de la Facultad de
Ciencias Exactas y Naturales (FCEyN) de la Universidad Nacional de Buenos Aires (UBA),
donde se agregd tampdn bicarbonato de amonio 0,05 M pH 8 a las muestras y se las
digirié con tripsina durante toda la noche. Posteriormente, las muestras se liofilizaron

por Speed Vac y se re-suspendieron con 10 pL de acido férmico 0,1 % (v/v).

4.6.3 Espectrometria de masas

Las muestras se analizaron por nano-HPLC acoplado a un espectrémetro de masa con
tecnologia Orbitrap lo que permitid, en primer lugar, una separacién de los péptidos

obtenidos por digestidn triptica y su posterior identificacién.

50|Pagina



MATERIALES y METODOS

En primer lugar, las muestras se ionizaron por electrospray EASY-SPRAY (Thermo
Scientific) con un voltaje de spray de 3,5 kV. Con el fin de separar estos completos
proteicos con un alto grado de resolucién se utilizé un cromatégrafo EASY-nLC 1000
(Thermo Scientific) con una columna de fase reversa EASY-Spray Accucore (P/N ES801)
(Thermo Scientific) a 35 °C y una pre-columna Acclaim PepMap (P/N 164946) (Thermo
Scientific). Se utilizé un gradiente con dos soluciones; solucion A, agua con acido férmico

0,1 % y solucion B, acetonitrilo con acido férmico 0,1 %.

Se utilizd un espectrémetro Q-Exactive (Thermo Scientific) con una celda de
disociacion inducida por colisién (HCD, del inglés High Collision Dissociation) y un
analizador Orbitrap, lo que permitid la identificacion de los péptidos mientras se
separaban por cromatografia. De esta manera, se obtuvieron un espectro de masas
completo (Full MS, del inglés Mass Spectrum) y un espectro de masas masas (MSMS). Se
utilizé un método que realizé la mayor cantidad de ciclos de medicidén por unidad de
tiempo, por cada ciclo se obtuvo un Full MS y luego un MSMS de los 12 picos de mejor
sefnal ruido en ese ciclo, con un rango de exclusidon dinamico para disminuir el nimero
de veces que un mismo péptido es fragmentado a lo largo de su elucién del

cromatograma.

4.6.4 Andlisis de los datos

La identificaciéon y cuantificacion de las proteinas se realiz6 con el programa
Proteome Discoverer (Thermo Scientific) version 1.4. utilizando la base de datos
correspondiente al estudio y las caracteristicas vinculadas con la forma en que se
trataron las muestras. De esta forma, el programa desarrollé un informe donde indicé
que proteinas fueron identificadas y los péptidos que utilizé para esta identificacion. Los

criterios de busqueda utilizados fueron los siguientes:
- Base de datos (origen): Aspergillus niger.
- Enzima: tripsina.
- Miscleavage: 2.

- Tolerancia de masa para precursor: 10 ppm.
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- Tolerancia de masa para fragmento: 0,05 Da.

- Modificaciones Dindmicas: Oxidacion (M)

- Modificaciones estaticas: Carbamidometilacién (C)
- Nivel de confianza de los péptidos: alto.

Luego, se verificd que las proteinas identificadas por el servicio de espectrometria de
masas correspondieran a proteinas de secrecién utilizando la base de datos NCBI para
conocer la secuencia proteica y luego estudiar la presencia de péptidos seinal mediante
el programa on line SignalP 4.1 (http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/). Aquellas
proteinas que no se presentaron secuencia péptido sefial, se las analizé con el programa
on line SecretomeP (http://www.cbs.dtu.dk/services/SecretomeP/) para distinguir

entre proteinas intracelulares y proteinas secretadas por via alterna.

También se utilizaron las bases de datos y programas on-line, Uniprot (the UNIversal
PROTein Resource, http://www.uniprot.org), Pfam (Protein FAMilies,

http://pfam.xfam.org/).

En el caso de las proteinas hipotéticas, sus funciones se predijeron mediante Blastp
en la base de datos de NCBI con proteinas no redundantes. La dispersion de las proteinas
identificadas se graficd respecto a sus masas moleculares y puntos isoeléctricos y

también se graficaron segun su frecuencia relativa.

4.6.5 Analisis funcional de los secretomas optimizados

Teniendo en cuenta los datos secretdmicos y la aplicacion que se pretende (hidrolisis
enzimatica). Ademas de la actividad EX ya determinada (secciones 4.6.1 y 4.6.3), se
determiné la actividad sobre papel de filtro (FPasa), CMCasa, celobiohidrolasa (CBH), B-

glucosidasa (BGL), BXL y amilasa.
4.6.5.1 Determinacion de la actividad FPasa

La actividad FPasa se determind en ambos sobrenadantes mediante la cuantificacion
de azlcares reductores utilizando el método del DNS (Miller, 1959). Se siguid el
protocolo propuesto por Ghose & Bisaria (1987) utilizando como sustrato 0,01 g de

papel de filtro Whatman No 1 en 200 pL de tampdn acetato de sodio 0,05 M, pH 4,8. La
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mezcla de reaccidn consistiendo en el sustrato y 100 uL de sobrenadante se incubd a 50
°C por 60 min. La absorbancia se midié en espectrofotémetro a 540 nm. La actividad
FPasa se definié como unidades papel de filtro (FPU, del inglés Filter Paper Units), como

la cantidad de enzima que libera 1 umol de glucosa por min.
4.6.5.2 Determinacion de la actividad CMCasa

La actividad CMCasa se cuantificé a partir de la determinacion de azlcares reductores
mediante el método del DNS (Miller, 1959) utilizando como sustrato, CMC (Sigma-
Aldrich, USA) 2 % (p/v) en buffer acetato de sodio 0,05 M pH 4,8 siguiendo el protocolo
propuesto por Ghose & Bisaria (1987). La mezcla de reaccién conteniendo 100 uL del
sustrato y 100 pl del sobrenadante, se incubd a 50 °C por 30 min. Luego, se agregd 600
uL de DNS a la mezcla de reaccion, se hirvié por 5 min y se adiciond 4 mL de agua
destilada. La absorbancia se midié a 540 nm. Una unidad de actividad CMCasa (U) se

definié como la cantidad de enzima que libera 1 pumol de glucosa por min.
4.6.5.3 Determinacion de la actividad BGL

La actividad BGL se determind en ambos sobrenadantes segun Alfonsel et al. (1986)
utilizando como sustrato p-nitrofenil-B-D-glucopirandsido 1 mM (PNPG, Sigma-Aldrich,
USA) en soluciéon tampdn acetato de sodio 0,05 M, pH 4,8. La mezcla de reaccion,
conteniendo 900 uL de sustrato y 100 uL del sobrenadante, se incubé a 50 °C, 150 rpm
por 15 min. La reaccién se detuvo con 500 pL de Na;CO3 1 M y se midié a 400 nm la
cantidad de p- nitrofenol liberada. Una U de actividad BGL se definié como la cantidad

de enzima necesaria para liberar 1 umol de p-nitrofenol por min.
4.6.5.4 Determinacion de la actividad CBH

La actividad CBH en ambos sobrenadantes se determiné segun Wu et al. (2006), con
modificaciones utilizando como sustrato p-nitrofenil-B-celobidsido 500 uM (PNPC,
Sigma-Aldrich, USA) en solucion tampdn acetato de sodio 0,05 M pH 4,8. La mezcla de
reaccion conteniendo 800 plL de sustrato y 200 L del sobrenadante, se incubd a 50 °C
por 30 min. La reaccién se detuvo adicionando 1 mL de Na,COs 20 % (p/v). Luego, se
midid la cantidad de p-nitrofenol liberada por espectrofotdmetro a 405 nm. Una U de
actividad CBH se definié como la cantidad de enzima necesaria para liberar 1 umol de p-

nitrofenol por min.
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4.6.5.5 Determinacion de la actividad BXL

La actividad BXL se determiné en ambos sobrenadantes segun lo descripto en la

seccion 4.2.3, de acuerdo a Ghose & Bisaria (1987).
4.6.5.6 Determinacion de la actividad amilasa

La actividad amilasa se cuantifico a partir de la determinacién de azucares reductores
mediante el método del DNS (Miller, 1959) utilizando como sustrato almiddn soluble
(Sigma-Aldrich, USA) 2 % (p/v) en buffer acetato de sodio 0,05 M pH 4,8. La mezcla de
reaccion conteniendo 100 pL del sustrato y 100 ul del sobrenadante, se incubd a 50 °C,
200 rpm por 30 min. Luego, se agregé 600 puL de DNS a la mezcla de reaccidn, se hirvid
por 5 min y se adiciond 4 mL de agua destilada. La absorbancia se midié a 540 nm. Una
unidad de actividad amilasa (U) se definié como la cantidad de enzima necesaria para

liberar 1 pumol de amilosa por min.
4.6.5.7 Determinacion de la actividad pectinasa

La actividad poligalacturonosa (PG) se determiné utilizando acido poligalacturénico
como sustrato, midiendo los grupos reductores liberados mediante el método del DNS
(Miller 1959). Una unidad de PG se definid como la cantidad de enzima necesaria para

liberar 1 umol de acido galacturénico por minuto bajo las condiciones ensayadas.

Los ensayos de las actividades enzimaticas se llevaron a cabo por duplicado y se

analizaron y graficaron con el programa GraphPad 5% version.

4.7 Aplicacion de los sobrenadantes optimizados en la hidrdlisis de residuos

agroindustriales
4.7.1 Biomasa utilizada

Ambos sobrenadantes optimizados en este trabajo se aplicaron en la hidrdlisis de
bagazo de cafa de azlcar y de mandioca molidos hasta obtener particulas de 40 mesh.
La composicion de ambos residuos se caracterizd NREL y ya se describid previamente

(Tabla 8).
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4.7.2 Determinacion de la termoestabilidad de las actividades enzimaticas intervinientes

en la hidrdlisis

La temperatura a la cual se lleva a cabo la hidrdlisis enzimatica es muy importante de
manera tal que las enzimas actien de manera déptima, asi como también lo es la
termoestabilidad de las enzimas durante el periodo de la aplicacién para que el proceso
sea lo mas eficiente posible. Por esta razén se determind la termoestabilidad de las
enzimas con mayor influencia en el proceso de hidrdlisis, de la actividad EX (ya
especificada en la seccion 4.5.3) FPasa, BGL y BXL. Para ello, se determinaron incubando
ambos sobrenadantes a 30 °C, pH 4,8. Los sobrenadantes se retiraron a distintos
intervalos; 6, 12, 24, 48,72, 96 h y se determiné la actividad residual de cada enzima. La
actividad residual se expresé en porcentaje tomando la actividad enzimatica al tiempo

cero como el 100 %.

Los ensayos de termoestabilidad enzimatica se llevaron a cabo por duplicado y se

analizaron y graficaron con el programa GraphPad 5% versidn.

4.7.3 Ensayos de hidrodlisis sobre residuos de cafia de azlcar y de mandioca

Con el fin de remover la lignina sin hidrolizar la holocelulosa se traté quimicamente
a los residuos con una solucién alcalina previa a la hidrdlisis enzimatica. Para ello, 10 g
de cada residuo con 200 mL de soluciéon de NaOH 0,85 %, logrando una consistencia del
5% (p/v), se expusieron a 121 °C por 30 min. Luego, los materiales se filtraron y lavaron
con agua corriente hasta neutralizar el pH. Se dejaron en recipientes cubiertos con
buffer acetato de sodio 0,5 M pH 4,8 durante toda la noche a 80 rpm. Se los secé en
estufa a 45 °C por 24 h y estos residuos pretratados se usaron para llevar a cabo los

siguientes ensayos:

Hidrdlisis enzimatica con sobrenadantes

Se ensayd el sobrenadante optimizado con bagazo de azlcar en la hidrélisis del
mismo residuo y de bagazo de mandioca. Asimismo, el sobrenadante optimizado con
bagazo de mandioca se ensayd en la hidrdlisis del mismo bagazo y de bagazo de cana de
azucar. Previa a la hidrdlisis, los sobrenadantes se clarificaron con filtros de 0,22 um

(Chromafil® xtra) y concentraron con dispositivos Amicon de 3 kDa.
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Para ello, en frascos Erlenmeyer de 100 mL se colocé 1 g de residuo y el sobrenadante
a razén de una carga enzimatica de EX, 300 Ug™ de biomasa, FPU 10 Ug de biomasa y
BGL 20 Ug de biomasa. La consistencia (peso seco/volumen) del material fue del 5 %
(p/v) en buffer acetato de sodio 0,05 M pH 4,8. Las condiciones de hidrélisis fueron 30
°C, 200 rpm durante 24 h.

Control 1: hidrélisis enzimatica con enzimas comerciales

En frascos Erlenmeyer de 100 mL se colocd 1 g de residuo y una carga enzimatica de
EX, 300 Ug? de la enzima comercial Xylanase (Sigma-Aldrich, USA) FPU 10 Ug™ de la
enzima comercial Celluclast (Sigma-Aldrich, USA) y BGL 20 Ug™ de la enzima comercial
Viscozyme (Sigma-Aldrich, USA). La consistencia (peso seco/volumen) del material fue
del 5 % (p/v) en buffer acetato de sodio 0,05 M pH 4,8. Las condiciones de hidroélisis
fueron 30 °C, 200 rpm durante 24 h.

Control 2: bagazos pretratados con buffer acetato de sodio 50 mM pH 4,8

En frascos Erlenmeyer de 100 mL se colocé 1 g de residuo y 20 mL de buffer acetato
de sodio 0,05 M pH 4,8 para obtener una consistencia del 5 % (p/v). Se sometieron a las

mismas condiciones que los ensayos de hidrdlisis, 30 °C, 200 rpm durante 24 h.
Control 3: sobrenadantes sin material pretratado

Los sobrenadantes sin material pretratado se sometieron a iguales condiciones de los

ensayos de hidrdlisis, 30 °C, 200 rpm durante 24 h.

Todos los ensayos, reacciones de hidrélisis y controles, luego de las 24 h de
incubacién se filtraron al vacio y se centrifugaron a 8000 rpm durante 20 min. Los
sobrenadantes resultantes se utilizaron para determinar el rendimiento de la hidrélisis
(seccion 4.7.4) mediante el método del 4cido DNS y se andlisis por cromatografia liquida
de alta eficiencia (HPLC, del inglés High Performance Liquid Cromatography). Los
residuos hidrolizados, asi como los pertenecientes a los controles, se observaron por

microscopia electrénica de barrido (seccion 4.7.5).
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4.7.4 Rendimiento de la hidrolisis

Los productos principales que se busca en la conversion de la biomasa son los
azucares monomeéricos. En este trabajo se determinaron mediante el ensayo del acido
DNS propuesto Miller (1959). Se colocé 100 uL del sobrenadante resultante de cada
ensayo de hidrdlisis y 600 L del reactivo DNS. Se llevé a incubar a 100 °C durante 5 min.
Luego, se afadié 4 mL de agua destilada y se midié en espectrofotémetro a 540 nm. La
cantidad de azucares reductores se utilizd para calcular el porcentaje de sacarificacion

el cual es un indicador de la conversidn de la hidrdlisis (Salcedo et al., 2011).

azucares reductores (% )*0,9+x100

% sacarificacion =

(4)

., m,
[concentracién sustrato] m—“z

Con el objetivo de conocer los azlicares monoméricos presentes en los productos
hidrolizados y en los controles, estos se analizaron por HPLC. El estudio se llevd a cabo
en un cromatografo de liquidos Agilent 1100 con detector Rl y una columna analitica
Aminex HPX-87 con precolumna (BioRad) a 80 °C por 40 min. La fase mévil consistio en
agua 100 % a un flujo de 0,5 mLmin’. La concentracidn de los azlcares gL se calculd
usando curvas estandar de compuestos puros glucosa, celobiosa, xilosa, arabinosa y

acido acético (Sigma-Aldrich, USA).

Luego, se calculd el rendimiento porcentual de azlicares monoméricos con respecto
a la composicién original de carbohidratos. La siguiente ecuacion se utilizé para calcular

el rendimiento de la hidrdlisis:

glucosa celobiosa xilosa (%)*100

% hidrélisis =

(5)

polisacaridos en el sustratoxFC

donde, FC corresponde al factor de conversién: 1,11 para glucosa; 1,05 para celobiosa 'y

1,13 para xilosa.
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4.7.5 Estructura microscopica de los bagazos hidrolizados

Los bagazos se observaron en microscopio electrénico de barrido para evaluar los

cambios producidos en su estructura microscépica en cada etapa de la aplicacion,

- al principio, es decir, el material virgen,

- luego del pretratamiento alcalino y

- después de la hidrdlisis enzimatica con los sobrenadantes optimizados, con las
enzimas comerciales (control positivo) y con el buffer solamente (control

negativo).

Primeramente, las muestras de los bagazos en cada etapa se fijaron Formaldehido:
Alcohol: Acido (FAA, 10:50:5). Luego, las muestras se deshidrataron en soluciones de
acetona de concentracion creciente, y se secaron por el método de punto critico (CPD,
del inglés Critical Point Drying) con CO,. Posteriormente, las muestras se metalizaron
con oro y las superficies se observaron con un microscopio electrénico de barrido (JEOL

5800LV).
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5. RESULTADOS

5.1 Aislamiento de hongos Aspergillus en Misiones y su evaluacién xilanolitica y

proteolitica
5.1.1 Aislamiento de hongos Aspergillus de Misiones

En esta primera parte del trabajo, se focalizdé en la busqueda de hongos
pertenecientes al género Aspergillus a partir de materiales en pudricion en zonas
naturales de Misiones. Una vez obtenidos los aislamientos y llevados al laboratorio, se
seleccion6 aquellos que pertenecian al género Aspergillus con base en sus
caracteristicas macro y microscépicas (Figura 8). Los aislamientos LBM 126, LBM 128,
LBM 131y LBM 135 presentaron una esporulacién gris verdosa tenue mientras que, los
aislamientos LBM 129, LBM 136 y LBM 210, una esporulacion verdosa mas oscura. Los
aislamientos LBM 127, LBM 130 y LBM 134 mostraron una esporulacién negra; y los
aislamientos LBM 132 y LBM 133 una esporulacién verde amarillenta clara. Todos estos

hongos presentaron una cabeza conidial caracteristica de este género fungico.

LBM 127 ’l / LBM 128
f ﬁ

LBM 130 . ) ‘M 131 |
‘M {

LBM 136 -
4 D h‘\" Z:' 9

‘M 129

Figura 8. Aislamiento de hongos Aspergillus de Misiones. Caracteristicas macroscépicas
(derecha) y microscopicas (izquierda) de los hongos del género Aspergillus aislados en suelo,
hojas, madera y frutas en descomposicidon en Misiones. Los aislados crecieron en placas de PDA
por 7 dias. Las cabezas conidiales, caracteristica de este género, se indican con una flecha.
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Para seleccionar los aislamientos fungicos mas promisorios se evalud las actividades
EX, BXL y proteolitica. La evaluacién se realizé utilizando como fuente de carbono,
bagazo de cafia de azucar en lugar del xilano comercial utilizado en la mayoria de los
estudios de screening de cepas xilanoliticas. Para estar seguros de que esta técnica era
eficiente, se utilizd como control positivo externo el hongo T. atroviride LBM 117,

conocido por su alta produccion de EX.

5.1.2 Actividad xilanolitica de los aislamientos de Aspergillus

La capacidad de producir EX y BXL de los 25 aislamientos de Aspergillus se evalué en
medio liquido con peptona y bagazo de cafia no pretratado caracterizado en este trabajo
(Tabla 6), el cual soportd eficazmente la produccidén de xilanasas. La actividad EX de
todos los aislamientos se evalud durante 20 dias para conocer el perfil de actividad
enzimatica y el dia de mayor actividad enzimatica. De este andlisis exploratorio se
observé que la mayoria de los hongos mostraron un perfil similar de la produccién de
EX durante los 20 dias (Figura 9). Los hongos produjeron bajos niveles de EX los primeros
4 dias de incubacidn, con excepcion los aislamientos LBM 056 y LBM 130. La actividad
EX de casi todos los aislamientos aumentd a partir del dia 6 u 8 de incubacion,
alcanzando niveles mdaximos de la actividad enzimatica entre los dias 10 y 16. El
aislamiento LBM 041 mostré la mayor actividad EX el dia 10; LBM 057, LBM 058, LBM
063, LBM 126, LBM 128, LBM 129, LBM 130, LBM 131, LBM 132, LBM 133, LBM 134,
LBM 135, LBM 136 y LBM 210 mostraron la mayor actividad EX el dia 12 de incubacion;
LBM 043, LBM 048, LBM 051, LBM 054 y LBM 059, el dia 14 de incubacién. Los
aislamientos LBM 046, LBM 127 y T. atroviride LBM 117 produjeron la mayor actividad
EX el dia 16 de incubacién. Luego del dia 16, la actividad EX de casi todos los aislamientos
decayé dramaticamente. Unicamente los aislamientos LBM 053 y LBM 056 mostraron

su mayor actividad EX el dia 20 de incubacién.
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Tabla 6. Composicién del bagazo de cafia de azucar utilizado en el screening de la actividad

xilanolitica de los aislamientos de Aspergillus.

Componentes Composicion (%)
Glucosa 42,95+ 0,77
Xilosa 13,32+ 4,35
Arabinosa 2,17 £ 0,20
Acido acético 7,41+ 4,01
Lignina soluble 20,64 + 6,55
Lignina insoluble 11,37 £3,33

Cenizas 2,3+0,4
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Figura 9. Actividad EX de los aislamientos de Aspergillus durante 20 dias de incubacién. Cada
barra representa el total de la actividad EX de un aislamiento (LBM) y los diferentes colores
corresponden la actividad EX proporcional a cada dia de incubaciéon determinada en los
sobrenadantes de los aislamientos.

La evaluacién de la actividad EX de los aislamientos fungicos se completdé con un
ANOVA (Anexo 2) y un analisis LSD (Anexo 3) para conocer el dia de mayor actividad EX
para cada hongo. De esto se desprende que el 60 % de los aislamientos alcanzaron su
mayor actividad EX el dia 12 de incubacién (p < 0,05); 20 %, el dia 14 (p < 0,05); 8 % el
dia 20y 4 % los dias 10y 16 (p < 0,05) (Tabla 7). Por otra parte, el 68 % de los aislamientos
presentaron actividad EX mayor a 20 UmL™ y los aislamientos LBM 043, LBM 055, LBM
131, LBM 132, LBM 133 y LBM 134 alcanzaron una actividad EX de casi 30 UmL?, siendo
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mayor que la actividad EX reportada para T. atroviride LBM 117, el hongo utilizado como

control positivo utilizado por producir EXs (Figura 10).
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Figura 10. Mejor actividad EX de cada aislamiento de Aspergillus. Actividad EX determinada en
los sobrenadantes de los 25 aislamientos de Aspergillus evaluados y de T. atroviride LBM 117
utilizado como control positivo. Los numeros en rojo arriba de las barras significan los dias de
mayor actividad EX.

La actividad BXL también se determind en todos los aislamientos fungicos el dia de
mayor actividad EX y 2 dias posteriores; la diferencia entre ambas mediciones no fue
estadisticamente significativa (p 2 0,05). El 20 % de los aislamientos presentaron valores
de actividad BXL mayor a 0,6 UmL?, estos aislamientos fueron LBM 046, LBM 053, LBM
055, LBM 134 y LBM 135. Por el contrario, el 36 % de los aislamientos produjeron bajos
niveles de actividad BXL, menor a 0,1 UmL™, estos fueron LBM 051, LBM 058, LBM 059,
LBM 063, LBM 126, LBM 128, LBM 131 y LBM 133. El 44 % de los aislamientos restantes
presentaron niveles de actividad BXL entre 0,1y 0,4 UmL, los mismos fueron LBM 041,
LBM 043, LM 048, LBM 056, LBM 057, LBM 125, LBM 127, LBM 129, LBM 130, LBM 132,
LBM 136, LBM 210 y el control positivo T. atroviride LBM 117 (Figura 11).
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Figura 11. Mejor actividad BXL de cada aislamiento de Aspergillus. Actividad BXL determinada
en los sobrenadantes de los 25 aislamientos de Aspergillus evaluados y de T. atroviride LBM 117
utilizado como control positivo el dia 12 de incubacion.

5.1.3 Actividad proteolitica de los aislamientos de Aspergillus

La estabilidad de las actividades EX y BXL pueden resultar afectadas por la
coproducciéon de enzimas proteoliticas. Por ello, se evalué también la actividad
proteolitica sobre caseina y gelatina a pH neutro y acido, respectivamente. Estos
ensayos resultaron en técnicas sencillas, repetibles y rapidas ya que cada placa permitid
evaluar la actividad proteolitica de hasta 6 muestras por duplicado (Figura 12). Los halos
de degradacién en placas de caseina fueron claros y bien definidos (Figura 12 a). Por el
contrario, los halos en placas de gelatina fueron dificiles de detectar y fotografiar, por lo
que se utilizé el reactivo Bradford para crear un contraste entre los halos de degradacién
y las zonas sin degradar (Figura 12 b). Debido a que el colorante Coomassie presente en
el reactivo Bradford se une a las proteinas no hidrolizadas, las zonas que no sufrieron
protedlisis se tifieron de azul-celeste contrastando con los halos de degradacién que

permanecieron blancos.
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Figura 12. Actividad proteolitica presente en los sobrenadantes de los aislamientos de
Aspergillus y de T. atroviride LBM 117 (control positivo). a) Actividad caseina-proteasa
determinada en ensayos de placa de leche descremada 1 % (p/v) el dia de mayor actividad EX y
BXL y b) actividad gelatina-proteasa en ensayos de placa de gelatina 1 % (p/v) en buffer acetato

de sodio 0,05 M pH 4,8. Se utilizé el sobrenadante que presentd mayor actividad EX de cada
aislamiento fungico.

Casi todos los sobrenadantes de los aislamientos fungicos que presentaron halo de
degradacion alrededor del pocillo luego de la incubacién en placas de caseina,
presentaron halo de degradacion en placas de gelatina. Sin embargo, los halos de
degradacion fueron de diferentes tamafios. Los sobrenadantes de los aislamientos LBM
043, LBM 063, LBM 126, LBM 128, LBM 132 y LBM 210 produjeron halos de degradacién
muy grandes en placas de caseina y de gelatina, exponiendo altos niveles de ambas
actividades proteoliticas. Por otro lado, los sobrenadantes pertenecientes a los
aislamientos LBM 041, LBM 046, LBM 053, LBM 055, LBM 056, LBM 057, LBM 130, LBM
134 y LBM 136 no produjeron halos de degradacidn en los ensayos en placa de caseina,
indicando nula actividad caseina-proteasa o que la misma fue infima y la técnica no fue
sensible para detectarla. Los demds aislamientos, LBM 048, LBM 051, LBM 054, LBM
058, LBM 059, LBM 127, LBM 129, LBM 131, LBM 133, LBM 135, LBM 136 y LBM 117
presentaron halos de degradacién medianos en placas de caseina. En placas de gelatina,
a excepcion del aislamiento LBM 048, todos los sobrenadantes produjeron halos de
degradacion. La mayoria de estos halos fueron grandes indicando niveles altos de
actividad gelatina-proteasa; mientras que los halos de los aislamientos LBM 059, LBM

134 y LBM 136 fueron mas pequeiios.
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5.1.4 Seleccién de los aislamientos mas promisorios mediante analisis multivariado

Un resumen de las actividades EX, BXL y proteoliticas se detalla en la Tabla 7. Estos
resultados confirman que diferentes aislamientos tienen comportamientos unicos.
Estos datos se utilizaron para reconocer los aislamientos mas promisorios, con mayor
actividad xilanolitica y menor actividad proteolitica. Para ello, se llevaron a cabo dos

analisis multivariados, un PCA y un analisis de conglomerados.

El PCA se representa en la Figura 13; el grafico de las variables, actividades
enzimaticas, (Figura 13 a) muestra la estructura de correlacién entre ellas y su influencia
en el posicionamiento de las observaciones, de los aislamientos, (Figura 13 b). Ambos
graficos ayudaron al analisis de correlacidn entre las observaciones y las variables. El
PCA sobre las actividades enzimaticas de los aislamientos expusieron que el primer
componente principal (CP1) fue responsable del 45,1 % de la variabilidad total de los
resultados; el segundo componente principal explicé el 26,9 % de la variaciéon. En total,
ambos componentes principales (CP) sumaron un 72 % de la variacion total de los
resultados experimentales, indicando que el PCA representé adecuadamente la relaciéon

entre los aislamientos y las variables.

El analisis del CP1 muestra que la actividad EX registrada los dias 10, 12, 14 y 16 se
orientaron del lado derecho del grafico y presentaron una correlacién positiva entre
ellas. Esto significa que la actividad EX influencié significativamente en el
posicionamiento de los aislamientos fungicos en esta parte del grafico; es decir que
estos aislamientos tuvieron scores mas altos, niveles altos de actividad EX. Por otra
parte, la actividad EX registrada el dia 20, la actividad BXL, gelatina-proteasa y caseina-
proteasa no tuvieron influencia significativa sobre los aislamientos seguin el CP1 ya que

estas actividades enzimdticas se posicionaron cercanas al 0 en el eje de las X.
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Tabla 7. Screening cuantitativo de las actividades EX, BXL y proteoliticas de los aislamientos de

Aspergillus.

Aislamientos

Dia de

Actividades enzimaticas

determinacion EX® BXL® Proteolitica Proteolitica
Flngicos enzimatica® (caseina)® (gelatina)®
LBM 041 10 15,46 £ 6,59 0,26 + 0,003 7,48 + 0,014 10,13 £ 0,032
LBM 043 14 27,70 £ 3,83 0,03 + 0,001 12,93 +£1,199 12,67 £0,134
LBM 046 16 13,79 £ 5,54 0,66 + 0,050 7,48 + 0,032 8,26 +0,173
LBM 048 14 24,81 +5,57 0,58 + 0,091 8,65 + 0,004 7,93+0,178
LBM 051 14 21,97 £6,01 0,04 + 0,006 10,71+ 0,226 9,12 £ 0,004
LBM 053 20 15,78 £ 2,41 0,65 + 0,023 7,530,035 10,09 £ 0,032
LBM 054 14 22,64 £ 0,04 0,28 + 0,026 10,48 £ 0,460 10,40 £ 0,071
LBM 055 12 29,48 £ 0,21 0,68 + 0,029 7,55+ 0,00 10,48 + 0,014
LBM 056 20 8,77 £ 0,06 0,57 £ 0,034 7,850,071 11,67 £0,113
LBM 057 12 24,63 £ 0,32 0,56 + 0,041 7,89+ 0,014 13,67 £ 0,109
LBM 058 12 22,18+ 1,22 0,05 + 0,004 10,06 £ 0,124 13,89 £ 0,028
LBM 059 14 25,36 £ 0,25 0,05 + 0,003 9,56 + 0,046 8,76 + 0,152
LBM 063 12 20,20 £ 6,26 0,05 + 0,007 13,56 + 0,025 12,74+ 0,24
LBM 126 12 19,74 + 3,50 0,05 + 0,004 13,26 + 0,007 13,37 + 0,007
LBM 127 20 17,43+ 0,98 0,20 + 0,003 9,93 +0,223 9,24 + 0,014
LBM 128 12 22,37 £ 2,55 0,07 £ 0,004 14,30+ 0,184 12,96 + 0,216
LBM 129 12 22,28 + 2,69 0,23 + 0,024 8,17 + 0,021 7,34 +0,177
LBM 130 12 10.99+0,11 0,36 + 0,009 7,48 £ 0,039 11,71 + 0,262
LBM 131 12 26.43 £ 0,02 0,07 £ 0,004 11,71+ 0,216 10,17 + 0,007
LBM 132 12 29.41+2,32 0,18 + 0,025 17,06 + 0,081 12,86 + 0,014
LBM 133 12 26.98 + 2,50 0,02 + 0,001 9,16 + 0,007 11,56 + 0,304
LBM 134 12 27.52+1,70 0,60 + 0,009 7,37 £ 0,209 7,37 £0,173
LBM 135 12 23.82 £ 0,69 0,63 + 0,039 10,06 + 0,085 11,55+0,018
LBM 136 12 19.15+4,61 0,29 + 0,042 7,34+0,177 11,18 + 0,647
LBM 210 12 22.32+2,48 0,11 + 0,003 12,90 + 0,194 11,68 + 0,004
LBM 117¢ 16 19.15 +1,52 0,10 + 0,02 9,82 + 0,007 11,02+ 0,127

2 Dia de mayor actividad EX para cada aislamiento y para la actividad BXL y ensayos proteoliticos.
®Promedio de las actividades EX y BXL (UmL™) en el dia de mayor actividad.
‘Promedio de los didmetros de los halos (en mm) de las actividades proteoliticas el dia de mayor

actividad EX.

d4T. atroviride LBM 117 utilizado como control positivo.
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Figura 13. PCA de las actividades enzimaticas de los aislamientos de Aspergillus y del control
positivo. a) Grafico de las variables segln los 2 primeros componentes principales, CP 1y CP 2
para la actividad EX de los dias que mostraron significancia estadistica; del dia 10 (EX dia 10); del
dia 12 (EX dia 12); del dia 14 (EX dia 14); del dia 16 (EX dia 16) y del dia 20 (EX dia 20); para la
actividad BXL del mejor dia de produccidn y para las actividades proteoliticas sobre gelatina y
sobre caseina. b) Grafico de posicionamiento de los aislamientos segun los 2 primeros
componentes principales, CP 1 y CP 2. Los aislamientos posicionados cerca de las variables
presentan mayor influencia de estas.

El analisis de las variables basado en el CP2 indicé ambas actividades proteoliticas
tuvieron gran influencia positiva y sirvieron para posicionar aquellos aislamientos con
mayor actividad proteolitica en esta parte del grafico. Ambas actividades proteasas se
correlacionaron positivamente entre ellas y presentaron una correlacién negativa con la
actividad EX del dia 20 y la actividad BXL. La actividad EX registrada los dias 10, 12, 14y
16 no tuvieron demasiada inferencia sobre el CP2 ya que todas se orientaron sobre el 0
en el eje de las Y. En el gréfico de los aislamientos, LBM 055 y LBM 134 sobresalieron
colocdndose en cuadrante derecho inferior (peso positivo para el CP1 y negativo para el
CP2) por ser los aislamientos con mayores niveles de actividad EX y BXL y con escasa
actividad proteolitica. Inversamente, LBM 056 y LBM 130 se posicionaron en el
cuadrante izquierdo superior indicando sus bajos niveles de actividad EX y altos niveles
de actividad proteolitica. Por otra parte, LBM 041, LBM 046, LBM 053 y LBM 127 se
colocaron en el cuadrante izquierdo inferior debido a sus bajos valores de las actividades
EX y caseina-proteasa, presentando diferentes comportamientos con relacién a las

actividades BXL y gelatina-proteasa. Los demas aislamientos se posicionaron
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dispersamente en toda la parte derecha del grafico revelando sus altos niveles de

actividad EX y diferentes perfiles de las actividades BXL y proteoliticas.

Con el fin de clasificar todos los aislamientos en funcion de su capacidad de
produccidon enzimdtica y formar grupos homogéneos se llevd a cabo un andlisis de
conglomerados. El conglomerado formado se muestra en la Figura 14 con una

correlacién cofenética de 0,779.

Altas actividades EX y BXL.| 134 s
Baja actividad protcolitica 55
126
Actividad EX moderada, 2(1)2 :l
baja actividad BXL, 132
altos niveles de actividad | 3¢ j‘_}i .  GE—
proteolitica 59
58
136
Allas actividades EX,BXL | 129 []
y proteoliticas 135 .
57
48
117 ¢
Altas actividades EX y 133
proteoliticas. 131
Baja actividad BXL 51 o
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43

Baja actividad EX y alta | 130 - !
actividad proteolitica 56
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Actividad EX moderada. 127 ;7
Alta actividad proteolitica 46

41

0.00 065 130 194 259
Distancia

Figura 14. Analisis de conglomerados de los aislamientos de Aspergillus y del control positivo.
La clasificacidn de los aislamientos se basé en sus actividades enzimaticas y se formaron 6 grupos
con diferentes caracteristicas.

Se formaron seis grupos en funcidn de sus niveles enzimaticos. El primer grupo
presentd las mejores cualidades, altos niveles de actividad EX y BXL y bajos niveles de
actividad proteolitica; el mismo se conformd por los aislamientos LBM 055 y LBM 134.
Por ello, ambos aislamientos se consideraron como los candidatos promisorios y se
utilizaron para continuar con el trabajo de tesis. El segundo grupo comprendid

asilamientos que mostraron no sdlo alta actividad xilanolitica sino también alta actividad
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proteolitica, estos fueron LBM 048, LBM 057, LBM 129, LBM 135 y LBM 136. El tercer
grupo formado por LBM 043, LBM 051, LBM 054, LBM 117, LBM 131 y LBM 133
mostraron niveles altos de actividad proteolitica y niveles bajos de actividad BXL. Los
aislamientos del cuarto grupo presentaron niveles medios de actividad xilanolitica y
niveles muy altos de actividad proteolitica; estos fueron LBM 058, LBM 059, LBM 063,
LBM 126, LBM 128, LBM 132 y LBM 210. Los aislamientos LBM 041, LBM 046, LBM 053
y LBM 127 conformaron el quinto grupo y presentaron niveles medios de actividad EX,
actividad BXL variable y altos niveles de actividad gelatina-proteasa. El ultimo grupo se
formd por LBM 056 y LBM 130, los cuales mostraron baja actividad EX y muy alta
actividad gelatina-proteasa. En resumen, los hongos pertenecientes a los tres ultimos
grupos no se tuvieron en cuenta para estudios posteriores en este trabajo ya que fueron
productores pobres de enzimas EX; por otro lado, LBM 055y LBM 134 fueron los mejores

hongos xilanoliticos con baja actividad proteolitica.

5.2 Efecto de residuos lignocelulésicos sobre la actividad EX de los aislamientos mas

promisorios

Debido a que los aislamientos LBM 055 y LBM 134 fueron los mas promisorios, se
evalud el efecto de los bagazos de cafia de azucar, de mandioca y de los aserrines de
pino y eucaliptus sobre la actividad EX de dichos aislamientos. La caracterizacién de los
bagazos y de aserrin de eucaliptus se llevé a cabo por el método propuesto por el NREL
en esta tesis mientras que, la caracterizacidon del aserrin de pino se llevé a cabo por

Rodriguez et al. (2017) (Tabla 8).

En ambos hongos, se registré la mayor actividad EX (p < 0,05) cuando crecieron con
los bagazos de cafia y de mandioca como sustrato (Figura 15). En general, LBM 055 y
LBM 134 presentaron perfiles de actividad enzimatica similares, mostraron altos niveles
de EX cuando crecieron con los bagazos y menores valores con los aserrines. El
aislamiento LBM 134 alcanzé los niveles maximos (p < 0,05) de actividad EX, 22,57 + 0,02
UmL?ty 32,05 + 3,20 UmL?, el dia 12 cuando crecié con bagazo de mandioca y el dia 8
con bagazo de cana de azlcar, respectivamente. Por su parte, LBM 055 presenté su mas
alta actividad EX (p < 0,05), 9,78 + 0,58 UmL™? y 13,25 + 2,82 UmL?, con bagazo de

mandioca y bagazo de caia de azlcar, respectivamente.
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Tabla 8. Composicidn de los residuos lignocelulésicos; bagazo de cafia de aztcar (BCA), bagazo
de mandioca (BM), aserrin de eucaliptus (AE), aserrin de pino (AP).

Componentes de Composicion de los residuos (%)
los residuos BCA BM AE AP
Glucosa 42,95 +0,77 72,5 +0,59 48,78 + 1,00 Carbohidratos
Xilosa 13,32+ 4,35 11,74 £ 1,16 7,85+2,21 totales 65,17
Arabinosa 2,17 £ 0,20 2,62 +0,48 -
Acido acético 7,41 +4,01 2,24 + 0,02 3,51 + 0,045
Lignina soluble 16,64 + 2,55 6,54 21,67 + 0,87 23,99 +1,28
Lignina insoluble 9,37 +1,33 3,79 17,86 £ 1,31 0,46 £ 0,03
Cenizas 2304 1,67 2,3+0,63 0,59 £ 0,01
40-

EZE bagazo de mandioca

E=A bagazo de cafia de azlcar
E= aserrin de eucaliptus

0@ aserrin de pino

ey

T

Actividad EX (UmL'Y)
5 5

SEEREEERT

Am

LBM 055 LBM 134

o
L

Figura 15. Efecto de residuos agroindustriales y actividad EX. Efecto de los bagazos de cafia,
mandioca, aserrines de pino y eucaliptus (10 gL) sobre la actividad EX de los aislamientos LBM
055y LBM 134.

Debido a que ambos bagazos soportaron los mayores niveles de actividad EX, se
evalué el efecto de diferentes concentraciones de estos sobre la EX probando ademas
la modalidad de agitacidn, con y sin agitaciéon (Figura 16). Ambos hongos alcanzaron
niveles maximos de EX (p < 0,05) cuando crecieron con bagazo de mandioca sin agitacion

(Figura 16 a) y con bagazo de cafia de azucar con agitacién (Figura 16 b).
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Figura 16. Efecto de bagazos y agitacion sobre la EX de los aislamientos LBM 055 y 134. Efecto
de la agitacién y de diferentes concentraciones de a) bagazo de cafia de azlcar y b) de bagazo
de mandioca sobre la actividad EX de los aislamientos.

El aislamiento LBM 055 alcanzd la maxima actividad EX, 38,32 + 1,51 UmL™, cuando

crecid con bagazo de mandioca 45 gL sin agitacion el dia 12 de incubacién (p < 0,05) y

cuando crecid con bagazo de cafia de aztcar 30 gL con agitacion (p < 0,05), alcanzando

25,18 *+ 2,34 UmL* de actividad EX. Con respecto al aislamiento LBM 134, su actividad

EX maxima fue 59,67 + 0,08 UmL y se registrd cuando crecié con bagazo de mandioca

40 gL sin agitacion el dia 12 de incubacién (p < 0,05) y 48,37 + 1,17 UmL™ cuando crecid

con bagazo de cafia de azucar 15 gL el dia 8 (p < 0,05).
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El aislamiento LBM 134 presentd mayor nivel de actividad EX que LBM 055 (p < 0,05)
en todas las condiciones que se estudié. Por esta razdn, el trabajo se continué con el
aislamiento LBM 134. Los experimentos llevados a cabo de ahora en adelante con
bagazo de cafia de azlcar se realizaron a 15 gL con agitacidon durante 8 dias de
incubacién. En el caso de los experimentos realizados con bagazo de mandioca, se
evalué mediante un estudio costo/beneficio el costo de producir las enzimas en dos
condiciones: 40 gL con agitacion el dia 12 de incubacién y 25 sin agitacion el dia 8 de
incubacién (Tabla 9) ya que, en estas condiciones se alcanzaron las maximas actividades

EX para el aislamiento LBM 134.

Tabla 9. Estudio costo/beneficio de los medios de bagazo de mandioca con y sin agitacion.

Medio con bagazo de Medio con bagazo de
mandioca y agitacion mandioca sin agitacion
Costo unitario Costo total Costo total
(USDKg™) (sL™) (USD Kg™) (sL™) (USD Kg™)
NaNO; 115,350 2 0,23 2 0,23
KH,PO, 362,655 1 0,36 1 0,36
KCl 171,715 0,5 0,09 0,5 0,09
MgS04.7H,0 336,490 0,5 0,17 0,5 0,17
FeS04.7H,0 218,845 0,01 0,00 0,01 0,00
Peptona 185,130 2,5 0,46 2,5 0,46
Bagazo de 0,01 25 0,00 40 0,00
mandioca
Agua 0,07 968,490 0,07 953,490 0,06
Total 1.000 1,38 1.000 1,38
Actividad EX uL? 48908 59675
Dias de Days 8 12
produccién
Produccion uLt 2.231.431 1.815.112
anual
Costo anual usD 62,86 USD 41,88 USD
Costo de (UsSD UL?) 2,82 USD 2,31 USD
1000000 U *1.000.000

USD, del inglés United States Dollar.

En este analisis se observd que la produccién anual de proteinas con actividad EX

utilizando bagazo de mandioca 40 gL en condiciones estaticas es mas econdmica, 2,31
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USD, que producirlas bajo la otra condicién, 2,82 USD. Por tanto, los experimentos de

bagazo de mandioca se continuaron 40 gL sin agitacién durante 12 dias de incubacion.

5.3 Identificaciéon polifasica del aislamiento LBM 134
5.3.1 Arboles de secuencias concatenadas

Se obtuvo material genético de calidad comprobado por la observaciéon de bandas
nitidas en el gel de agarosa al 1 % (datos no mostrados). La concentraciéon del ADN
extraido fue 1269 + 0,02 pg/ml vy la relacion Abseo/Abs2s0=1,76 de la muestra de ADN
denotando la pureza del mismo. Mediante PCR y utilizando los cebadores universales
descriptos en la Tabla 2 se obtuvieron los amplicones para ITS, D1/D2, Bt, CAM y Tef

respectivamente cuyas secuencias consenso se depositaron en el NCBI (Tabla 10).

Tabla 10. Marcadores moleculares utilizados para la identificacién del aislamiento LBM 134 y
numeros de acceso del NCBI correspondientes.

Marcador molecular Amplicones (pb) Numero de acceso (NCBI)
ITS 630 MK457457
D1/D2 650 MK463630
Bt 500 MK465342
CAM 550 MK465341
Tef 470 MK465340

pb: pares de bases

En primera instancia, los drboles construidos con las secuencias correspondientes al
marcador molecular ITS, no lograron distinguir a Aspergillus sp. LBM 134 de A.
lacticoffeatus, A. awamori, A. foetidus y A. niger (subclado A. niger) (datos no
mostrados). Sin embargo, al utilizar secuencias concatenadas con dos marcadores

adicionales, CAM y Bt, se logré separar a A. awamori de este conjunto.

El arbol construido mediante el método de NJ posiciond a Aspergillus sp. LBM 134
dentro del clado A. niger de la secciéon Nigri junto a A. niger CBS 554.65 (AJ223852;
AY585536; AJ964872), A. lacticoffeatus CBS 101883 (DQ900604; AY819998; EU163270),
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A. foetidus CBS 114.49 (EF661187; EF661090; EF661155) y A. foetidus CBS 121.28
(FJ491683; FJ491690; F1491694), con un valor 96 de Bootstrap (Figura 17).

a1 A_neoniger CBS 115657

57 _: A. neoniger CBS 115656
A.vadensis CBS 113365
A. costaricaensis CBS 115574
A. eucalypticote CBS 122712
100 56 ————— A. piperis CBS 112811
p A.acidus CBS 564.65

_'99C A. coreanus CBS 119383 Clado A. niger
A. tubigensis CBS 13448
A. awamoni CBS 5§57.65
Aspergifius sp_ LBM 134
A. foetidus CBS 121.28
A. foetidus CBS 11449
——— A. facticoffeatus CBS 101883
A.niger CBS 554.65
A. brasifiensis CBS 101740

_SBCA. carhonanus CBS 111.26
92 A. clerotioniger CBS 115572 Clado
100 _: A.ibericus CBS 121593 A. carbonarius
65 A. sclerotiicarbonanus CBS 121057
— A. eflipticus CBS 707.79 Clado

100 L— 4. eteromosphus cBs 117.55 | A- heteromorphus
Ah wphus CBS 101889 | Clado
A. saccharolyticus CBS 127449 A. homomorphus
100 A. fijiensis CBS 119.49
99 A. fijiensis CBS 313.89
97 A. aculeatinus CBS 121060
= ————— A uvarum CBS 121591
93 A.indofogenus CBS 11480
—‘ Clado
95 A.violaceofuscus CBS 115571
A. aculeatus

53

79

100 100

96

100

100

A.violaceofuscus CBS 122.35
A.violaceofuscus CBS 102.23
——— A. viokaceofuscus CBS 123.27
A.japonicus CBS 114.51
Aaculeatus CBS 172.66

A. flavus CBS 100927

100

100

100

Figura 17. Arbol de las secuencias concatenadas de ITS, Bt y CMD obtenido por el método NJ.
El alineamiento multiple se realizé entre las secuencias de Aspergillus sp. LBM 134 (sefalado
con la flecha roja) y secuencias obtenidas de GenBank (NCBI) reportadas por Varga et al. (2011).
El recuadro rojo muestra el cluster donde se ubica el aislamiento junto con el valor de Bootstrap
correspondiente.

Del mismo modo, el arbol obtenido por el modelo ML agrupé robustamente al
aislamiento con A. niger CBS 554.65 (AJ223852; AY585536; AJ964872), A. lacticoffeatus
CBS 101883 (DQ900604; AY819998; EU163270), A. foetidus CBS 114.49 (EF661187;
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EF661090; EF661155) y A. foetidus CBS 121.28 (F1491683; F1491690; FI491694), con un

valor 93 de Bootstrap (Figura 18).

62

67

A.acidus CBS 564.65

A. coreanus CBS 119383

A. pipens CBS 112811

A. costaricaensis CBS 115574
A. eucalypticola CBS 122712
A.vadensis CBS 113365

98

99

,: A._neoniger CBS 115657
86 A_neoniger CBS 115656

is CBS 13448

93

99

99

100

A. tubig
A.awamon CBS §57.65
A foetidus CBS 11449
A_lacticoffeatus CBS 101883

Aspergitius sp. LB 134
A_foetidus CBS 121.28
A_niger CBS §54.65

A. brasifiensis CBS 101740

93

95

_65: A. carhonanus CBS 111.26
A. clerotioniger CBS 115572

99

_: A_ibenicus CBS 121593
73 A sclerotiicarhonanus CBS 121057

— A. elfipticus CBS 707.79

100 L— 4. peteromorphus CBS 117.55

Wyticus CBS 127449

A.sacch

100

86

64

44

A.h phus CBS 101889 ‘

A uvarum CBS 121591

100

A.indologenus CBS 11480
_69': A.viokaceotuscus CBS 115571
A. fjiensis CBS 11949
A fijiensis CBS 313.89
CBS 121060
Aaculeatus CBS 172.66
A.viokaceofuscus CBS 102.23

94

A acuieat

100

A.violaceofuscus CBS 123.27
A._viokaceofuscus CBS 122.35
A japonicus CBS 114.51

100

A. flavus CBS 100927

Clado
A. heteromorphus

Clado
A. homomorphus

Clado A. niger

Clado
A. carbonarius

Clado
A. aculeatus

Figura 18. Arbol de las secuencias concatenadas de ITS, Bt y CMD obtenido por el método ML.
El alineamiento multiple se realizé entre las secuencias de Aspergillus sp. LBM 134 (sefalado
con la flecha roja) y secuencias obtenidas de GenBank (NCBI) reportadas por Varga et al. (2011).
El recuadro rojo muestra el cluster donde se ubica el aislamiento junto con el valor de Bootstrap

correspondiente.

5.3.2 Identificacién polifasica

El aislamiento LBM 134 se desarrolld en las condiciones que se establecen en la Tabla

2 con el objetivo de registrar las mediciones de crecimiento y las caracteristicas macro
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y microscopicas del aislamiento fungico en los diferentes medios a distintas
temperaturas. También se registrd la produccién de acido-base en medio CREA y la

produccidn de acido ciclopiazoénico.

Se pueden apreciar las diferencias macro morfoldgicas de Aspergillus sp. LBM 134
desarrollado en los distintos medios de cultivo y a las distintas temperaturas en la Figura
19. La coloracién negra, caracteristica de los conidios de los aspergillus negros y el
reverso crema se observo cuando el aislamiento LBM 134 crecié en medio MEA (Figura
19 a-b). Cuando el aislamiento crecié en medio CYA, los conidios fueron marrones
claros/verdosos a marrones oscuros/negros y el reverso crema a marrén oscuro a
medida que la temperatura de incubacién aumenté de 25 a 37 °C (Figura 19 c-h). Los
conidios de color mas claro se produjeron en medio CYAS al igual que un anverso crema
(Figura 19 i-j). El aislamiento no cubrid la placa entera cuando crecié en los medios MEA
y CYAS; en el medio CYA a las tres temperaturas incubadas, el aislamiento crecid
cubriendo toda la placa. En la prueba acido-base analizada mediante el medio CREA, se
registré6 una moderada produccién de sustancias acidas visualizada por el viraje de

violeta a amarillo del medio de cultivo (Figura 19 k-I).

El reactivo de Ehrlich no reacciond con el micelio del hongo (Figura 20), indicando

que el aislamiento LBM 134 no produce acido ciclopiazénico ni alcaloides relacionados.
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'
f. Q

Figura 19. Macro-morfologia y produccion de dcido en medio CREA de Aspergillus sp. LBM 134.
El hongo se desarrollé durante 7 dias en medio MEA a 25 °C a) anverso y b) reverso; CYA a 25 °C
c) anverso y d) reverso; CYA a 30 °C e) anverso y f) reverso; CYA a 37 °C g) anverso y h) reverso;
CYAS 25 °Ci) anverso y j) reverso. Produccion de acido en medio CREA, k) placa con inéculo y 1)
placa sin inéculo.

\ g

Figura 20. Prueba de Ehrlich para la produccién de acido ciclopiazonico de Aspergillus sp. LBM
134. Se utilizd el método del papel de filtro Whatman nimero 1. a) Micelio desarrollado en
medio CYA de donde se extrajeron los tacos. b) El papel de filtro no exhibié anillos de color lo
que evidencid la ausencia de reaccidn del aislamiento con el reactivo.

‘
‘
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Los datos registrados de las dimensiones y caracteristicas macro-morfoldgicas que
requeria la plataforma online Polyphasic Identification se presentan de forma resumida

en la Tabla 11.

Tabla 11. Caracteristicas macro morfoldgicas registradas de Aspergillus sp. LBM 134 incubado
en diferentes medios de cultivo a los 7 dias de incubacién.

Mediode Temperatura de Didametro de la Color de los Color del reverso*
cultivo incubacion (°C) colonia (mm) conidios*
MEA 25 Min: 51 Max: 53 Negro Blanco a crema
CYA 25 Min: 90 Méx: 90 Aceituna Blanco a crema
30 Min: 90 Max: 90 Gris y beige negro  pardo claro
37 Min: 90 Max: 90 Marrén negro Marrén negro
CYAS 25 Min: 60 Max: 61 Aceituna pardo Blanco a crema
claro a marrén amarillo
palido

*Los colores descriptos corresponden a las opciones de la herramienta online Polyphasic
Identification.

Se midieron y fotografiaron las distintas estructuras micro morfoldgicas del
aislamiento LBM 134 como se muestra en la Tabla 12 y Figura 21, respectivamente. Los
estipites se mostraron hialinos, gruesos y largos sin ornamentacion (Figura 21 a-b), las
vesiculas tenian una forma casi esférica y contaban con métulas (Figura 21 c) y los
conidios presentaron ornamentacion (Figura 21 d-e). También se observo la formacién

de esclerocios en medio CYA a los 14 dias de cultivo (Figura 21 f-g).

Tabla 12. Caracteristicas micro morfolégicas registradas de Aspergillus sp. LBM 134 incubado en
medio CYA a 25 °C a los 7 dias de incubacion.

Estructura Largo (um) Ancho (um) Forma/ornamentacion*

Estipite 1000,0 + 300,0 15,0+ 5,0 sin ornamentacion

Vesicula 39,0+1,0 40,0+1,0 Biseriada. Globosa a subglobosa
Fidlides - - Cilindricas
Conidios 3,0+5,0 2,6 +0,5 Globosos/subglobosos a elipsoidales.

Paredes gruesas finamente equinuladas

Esclerocios - - Color blanco a cremoso

*Las opciones de forma/ornamentacidn corresponden a las opciones de la herramienta
Polyphasic identification.
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Figura 21. Micro-morfologia de Aspergillus sp. LBM 134. a) Conidioforo a 10X, b) estipite y c)
vesicula a 40X, d-e) conidios a 1000X, f-g) esclerocios vistos con lupa.

Mediante el andlisis de la macro y micro morfologia y de la produccién de acidos de
Aspergillus sp. LBM 134 y sumado a la informacién de las secuencias de marcadores
moleculares, se logré la identificacidon polifasica del aislamiento LBM 134 como A.
phoenicis. La denominacién A. phoenicis es antigua y corresponde a A. niger (como se lo

llamara de ahora en adelante) (Abarca, 2004; Houckejr et al., 2014).

5.4 Efecto de las fuentes de nitrégeno y fisicas sobre la actividad EX de A. niger LBM 134
5.4.1 Evaluacion de las fuentes de nitrégeno para la actividad EX de A. niger LBM 134

Se estudio el efecto de siete fuentes de nitrégeno sobre la actividad EX de A. niger
LBM 134 mediante disenos factoriales fraccionados en ambos medios optimizados con
bagazo de cafia de azUcar y de mandioca. Se registraron los niveles maximos de actividad

EX los dias 8 y 10 de incubacién con bagazo de cafa de azucar y de mandioca,
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respectivamente. Asimismo, se observé una amplia variacidn en los niveles de actividad

EX en las 19 corridas experimentales de ambos disefos factoriales, desde 23,19 a 50,53

UmL™? en el caso del bagazo de cafia de aztcary desde 5a 75 UmL™ en el caso de bagazo

de mandioca (Tabla 13). Esta variacidn refleja la importancia de evaluar el efecto de

factores nutricionales durante el desarrollo fungico que conlleva a consecuencias sobre

los niveles de actividad enzimatica.

Tabla 13. Matriz experimental de los disefios factoriales fraccionados para siete fuentes de
nitrogeno con los valores codificados y (valores experimentales) para los medios con bagazo de
cafia de azlcar y de mandioca y actividad EX (UmL™) de A. niger LBM 134,

Actividad EX (UmL?)

Exp P EL T SA NS u M Cafia Mandioca
1 -1(1)  -1(1) -1(05) -1(1) -1(1) -1(1) -1(1) 4540+2,62 13,06+ 1,10
2 1(5) -1(1) -1(05) -1(1) 1(10) -1(1) 1(5) 4521+0,88 18,00+ 1,38
3 -1(1) 1(10) -1(0,5) -1(1) 1(10) 1(5) ~-1(1) 50,53+1,81 40,46+1,11
4 1(5) 1(10) -1(05) -1(1) -1(1) 1(5) 1(5) 29,46+269 11,33%2,25
5 -1(1)  -1(1) 1(1,5) -1(1) 1(10) 1(5) 1(5 29,19+0,30 2540+0,08
6 1(5 -1(1) 1(15 -1(1) -1(1) 1(5) -1(1) 2537+4,60 64,41+6,83
7 -1(1) 1(10) 1(15) -1(1) -1(1) -1(1) 1(5 2509+011 55527440
8 1(5) 1(10) 1(15 -1(1) 1(10) ~-1(1) -1(1) 23,18+544 46,14%1,62
9 -1(1) -1(1) -1(05) 1(5) -1(1) 1(5) 1(5) 33,01+123 491+1,49
10 1(5) -1(1) -1(05) 1(5) 1(10) 1(5) -1(1) 33,10%+3,08 74,78+1,70
11 -1(1) 1(10) -1(05) 1(5) 1(10) -1(1) 1(5) 3574+1,20 71,57+1,88
12 1(5) 1(10) -1(05 1(5) -1(1) -1(1) -1(1) 31,38%547 66,39+1,117
13 -1(1) -1(1) 1(15 1(5) 1(10) -1(1) -1(1) 30,28%2,36 70,58+3,33
14 1(5) -1(1) 1(15 1(5) -1(1) -1(1) 1(5) 2336%3,86 36,76+4,92
15 -1(1) 1(10) 1(1,5 1(5) -1(1) 1(5) -1(1) 28,10+3,44 50,09+0,68
16 1(5) 1(10) 1(1,5 1(5) -1(10) 1(5 1(5) 2236+2,14 38,00+3,12
17  0(33) 0(55 0(1) 0(3) 0(55 0(3) 0(3) 29,19+1,34 50,83 +2,37
18 0(3) 0(55 0(1) 0() 0(55 0(3) 0(3) 2917+1,20 60,71+0,80
19 0(3) 0(55 0(1) 0(3) 0(55 0(3) 0(3) 3028+1,43 542945728

P, peptona; EL, extracto de levadura; T, tripteina; SA, sulfato de amonio; NS, nitrato de sodio; U,
urea; M, mandioca.
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El andlisis de multiple regresion de ambos modelos arrojé valores R? muy buenos de
0,97 y 0,95 para el caso de bagazo de cafa de azucar y de bagazo de mandioca,
respectivamente. Ademas, el valor P de la prueba de la falta de ajuste (LOF del inglés,
lack of fit) en el ANOVA fue mayor a 0,05 para ambos modelos indicando la que los
modelos fueron adecuados para los datos observados con un nivel de confianza del 95

%. El analisis de la varianza para ambos modelos se detalla en las Tabla 14 y 15.

Tabla 14. Analisis de la varianza para la actividad EX de A. niger LBM 134 de los disefios
factoriales fraccionadas del bagazo de caia de azucar.

Fuente SC GL CM Valor F Valor P
Tripteina 131,79 1 131,79 8,61 0,0149
Extracto de levadura 562,876 1 562,876 36,79 0,0001
Peptona 90,7256 1 90,7256 5,93 0,0351
-Falta de ajuste 189,467 5 37,8934 2,48 0,1042
Error puro 152,981 10 15,2981
Total (corr.) 1127,84 18

SC, suma de cuadrados; GL, grados de libertad; CM, cuadrado medio. Valores p menores a 0,05
(con un nivel de confianza mayor a 95 %) indican que los términos del modelo son
estadisticamente significativos.

Tabla 15. Andlisis de la varianza para la actividad EX de A. niger LBM 134 de los disefios
factoriales fraccionadas del bagazo de mandioca.

Fuente SC GL c™M Valor F Valor P
Peptona 9,99155E8 1 9,99155E8 3,10 0,1000
Urea 2,02603E9 1 2,02603E9 6,29 0,0251
Falta de ajuste 7,22989E8 2 3,61495E8 1,12 0,3530
Error puro 4,5079E9 14 3,21993E8
Total (corr.) 8,25608E9 18

SC, suma de cuadrados; GL, grados de libertad; CM, cuadrado medio. Valores p menores a 0,05
(con un nivel de confianza mayor a 95 %) indican que los términos del modelo son
estadisticamente significativos.

Las fuentes de nitrégeno que fueron significativas sobre la actividad EX de A. niger
LBM 134 en ambos medios de cultivo se muestran en los graficos de Pareto (Figura 22).
En el caso del bagazo de cafia de azlcar, las fuentes de nitrégeno tripteina, extracto de

levadura y peptona tuvieron efectos significativos (p < 0.05) sobre la actividad EX, todas
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en su nivel inferior (-1); estos fueron 0,5, 1y 1, respectivamente (Figura 22 a). Por otra
parte, la peptona y urea fueron las variables que presentaron efectos significativos sobre
la actividad EX (p < 0.05) ambas en sus niveles superiores (+1) en el caso del medio

optimizado con bagazo de mandioca (Figura 22 b).

Excluyendo las variables no significativas, la ecuacidon del modelo para la actividad EX

(y) en el medio con bagazo de cafia de azucar es la siguiente:

y = 3797,06 — 530,812 * tripteina — 824,381 * extracto de levadura — 469,368 =

peptona (6)

La ecuacidn del modelo para la actividad EX (y) en el medio con bagazo de mandioca,

excluyendo las variables no significativas, es la siguiente:

y = 47502,1 4+ 7902,35 * peptona + 11252,9 * urea (7)
a b ..........................
- t B +
) U : 23 -
I
1
|
P |
!
Efectos estandarizados ‘ Efectos estandarizados ‘

Figura 22. Graficos de Pareto para la actividad EX de A. niger LBM 134. El largo de las barras es
proporcional al efecto estandarizado de la fuente de nitrégeno sobre la actividad EX de A. niger
LBM 134. Estas fueron las variables estadisticamente significativas a un nivel de confianza del 95
%. EL, extracto de levadura; TB, tripteina bacterioldgica; P, peptona; U, urea.

5.4.2 Optimizacion de las fuentes de nitrégeno para la actividad EX de A. niger LBM 134

Los valores de la actividad EX de las corridas experimentales de la matriz
experimental para el DCC del medio con bagazo de cafia de azlUcar mostraron gran

variacion (Tabla 16). Las expresiones cuadrdticas para todas las fuentes de nitrégeno
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fueron estadisticamente significativas (p < 0,05) respecto a la actividad EX indicando que

las concentraciones dptimas de estas fueron cercanas a los puntos centrales evaluados

(Tabla 17).

El valor R? del modelo fue 0,91 para el disefio del bagazo de cafia de azucar, lo que

significa que el 91 % de la variabilidad de la actividad EX puede explicarse por el modelo.

A partir de los graficos 3D de superficie de respuesta se observé que la actividad EX

aumentd cuando la concentracion de extracto de levadura fue maximay las de tripteina

y peptona fueron cercanas a sus respectivos puntos centrales (Figura 23).

Tabla 16. Matriz experimental del DCC para el medio con bagazo de cafia de azlcar vy las

actividades EX de A. niger LBM 134 para cada corrida experimental.

Experimento Extracto de Tripteina Peptona  Actividad EX (UmL?)
levadura bacterioldgica

1 -1 -1 -1 17,46 £ 1,06
2 1 -1 -1 42,52 + 1,09
3 -1 1 -1 46,99 + 0,18
4 1 1 -1 43,46 + 5,49
5 -1 -1 1 42,99 *+ 5,69
6 1 -1 1 0

7 -1 1 1 44,76 + 0,89
8 1 1 1 0

9 -1,68 0 0 47,81 +1,30
10 1,68 0 0 0

11 0 -1,68 0 45 + 3,55
12 0 1,68 0 35,93 +£5,57
13 0 0 -1,68 0

14 0 0 1,68 0

15 0 0 0 52,99 + 4,26
16 0 0 0 60,64 £ 0,91
17 0 0 0 60,64 + 3,17
18 0 0 0 58,87 +2,12

Pagina | 84



RESULTADOS

Tabla 17. Andlisis de |la varianza para la actividad EX de A. niger LBM 134 en el DCC con bagazo
de cafia de azucar.

Fuente SC GL c™M Valor F Valor p
Tripteina 131,79 1 131,79 8,61 0,0149
Extracto de levadura 562,876 1 562,876 36,79 0,0001
Peptona 90,7256 1 90,7256 5,93 0,0351
Falta de ajuste 189,467 5 37,8934 2,48 0,1042
Error puro 152,981 10 15,2981
Total (corr.) 1127,84 18

SC, suma de cuadrados; GL, grados de libertad; CM, cuadrado medio. Valores p menores a 0,05
(con un nivel de confianza mayor a 95 %) indican que los términos del modelo son
estadisticamente significativos.

La ecuacion del modelo ajustado para la actividad EX (y) en este medio sin tener en

cuenta los factores no significativos fue la siguiente:

y = 57,91 - 9,22 * extracto de levadura - 10,48 * extracto de levadura? - 6,37 *
extracto de levadura * tripteina - 11,08 * extracto de levadura * peptona - 4,62 *

tripteina? — 6,17 = tripteina * peptona - 13,54 * peptona? (8)

Las condiciones 6ptimas predichas por el modelo se decodificaron utilizando la
ecuacion (3). La actividad EX dptima predicha por el modelo fue 60,84 UmL™y los valores
decodificados de las concentraciones dptimas de las fuentes de nitrégeno fueron (gL™):
extracto de levadura 2, tripteina 0,5 y peptona 2. En la Tabla 18 se detallan los valores
codificados y reales de las concentraciones éptimas, asi como la actividad EX estimada

y real de la validacion del modelo.
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Figura 23. Graficos de superficie de respuesta para la actividad EX de A. niger LBM 134 crecido
en medio con bagazo de caiia de azticar. Los graficos muestran los efectos interactivos de a)
extracto de levadura (EL) y tripteina bacterioldgica (TB) cuando la concentracién de peptona (P)
se mantuvo fija en su nivel medio; b) los efectos de TB y P cuando la concentracion de EL se
mantuvo fija en su nivel medio; c) los efectos de EL y P cuando la concentracion de TB se
mantuvo fija en su nivel medio.

Tabla 18. Validacién del modelo para la actividad EX de A. niger LBM 134 crecido en medio de
bagazo de cafa de azucar.

Valores 6ptimos Valores 6ptimos Actividad EX (UmL™)
o codificados reales (gL?)
Fuentes de nitrégeno Valor predicho Valor real
Peptona 0,19 p
Extracto de levadura -0,63 2 60,84 63,91+£1,92
Tripteina bacterioldgica 0,31 0,5

3CVpredicho vs Real = 3,01 %

aCV: coeficiente de variacion
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Para validar el modelo, se realizaron seis corridas experimentales bajo estas
condiciones y se alcanzé una actividad enzimatica de 63,91 + 1,92 UmL™, habiendo

concordancia entre el valor predicho y el valor experimental de la actividad EX.

En la optimizacion del medio con bagazo de mandioca, los valores de la matriz
experimental del DCC también mostraron valores muy amplios (Tabla 19) y las
expresiones cuadraticas para ambas fuentes de nitrégeno evaluadas, urea y peptona,
fueron estadisticamente significativas (p < 0,05) (Tabla 20) con un R? de 0,90. Los
graficos de superficie de repuesta mostraron que el nivel mas alto de actividad EX se

alcanzo con las concentraciones medias de ambas fuentes de nitrégeno (Figura 24).

Tabla 19. Matriz experimental del DCC para el medio con bagazo de mandioca y las actividades
EX de A. niger LBM 134 para cada corrida experimental.

Experimento Urea Peptona  Actividad EX (UmL?)

1 -1 -1 56,04 + 1,10
2 1 -1 0

3 -1 1 63,08 + 0,86
4 1 1 0

5 -1,41 0 74,48 1,54
6 1,41 0 0

7 0 -1,41 0

8 0 1,41 124,78 £ 4,95
9 0 0 157,98 £ 1,64
10 0 0 142,22 £ 0,48
11 0 0 157,94 £+ 1,84
12 0 0 151,95+ 2,64
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Tabla 20. Analisis de la varianza para la actividad EX de A. niger LBM 134 en el DCC con
mandioca.

Fuente SC GL c™M Valor F Valor p
Peptona 9,99155E8 1 9,99155E8 3,10 0,1000
Urea 2,02603E9 1 2,02603E9 6,29 0,0251
Falta de ajuste 7,22989E8 2 3,61495E8 1,12 0,3530
Error puro 4,5079E9 14 3,21993E8
Total (corr.) 8,25608E9 18

SC, suma de cuadrados; GL, grados de libertad; CM, cuadrado medio. Valores p menores a 0,05
(con un nivel de confianza mayor a 95 %) indican que los términos del modelo son
estadisticamente significativos.

Actividad EX (U/mL)
I 27
B 43
60

Actividad EX (U/mL)

Figura 24. Gréfico de superficie de respuesta para la actividad EX de A. niger LBM 134 crecido
en medio con bagazo de mandioca. El grafico muestra los efectos interactivos entre las dos
variables optimizadas, peptona (P) y urea (U).

La ecuacion para el modelo ajustado para este medio sin tener en cuenta los factores

no significativos fue la siguiente:

y = 152,78 — 28,06 * urea + 22,94 = peptona — 62,75 * urea’ — 50,18 * peptona?(9)

En este caso, la validacion del modelo predijo un valor de actividad EX 6ptimo de
158,48 UmL™ si el hongo crecia bajo las siguientes concentraciones: 2,19 gL de urea 'y

2,84 gL't de peptona (Tabla 21).
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Tabla 21. Validacion del modelo para la actividad EX de A. niger LBM 134 crecido en medio de
bagazo de mandioca.

Fuentes de nitrégeno Valores 6ptimos Valores 6ptimos Actividad EX (UmL?)
codificados reales (gL?)
Valor predicho Valor real
Peptona -0.22 2,84 158,48 160,58 + 1,15
Urea 0,23 2,19

acv Predicho vs Real = 1,15 %

2CV: coeficiente de variacion

El modelo se validé ensayando 6 experimentos bajo las condiciones predichas y el
valor de actividad EX fue de 160,58 * 1,15 UmL?, correspondiéndose con el valor

predicho por el modelo.

5.4.3 Optimizacion de la concentracion del inéculo y de las variables fisicas para la

actividad EX de A. niger LBM 134

La concentracion del inéculoy las variables fisicas evaluadas mostraron tener efectos
significativos sobre la actividad EX (p < 0,05) de A. niger LBM 134 cuando crecié en medio
optimizado con bagazo de cana de azucar (Figura 25 a-d). La maxima actividad EX fue de
110 UmL?cuando se inoculé una suspension de 108 esporas mL™* del hongo y se inoculd

a 25 °C, pH 4,5 con luz y agitacion (100 rpm).

Por el contrario, cuando se evaluaron los efectos de la concentracion de inéculo y de
las variables fisicas sobre la actividad EX del hongo crecido en bagazo de mandioca, se
observé que las condiciones éptimas fueron aquellas con las que se venia trabajando ya
que la actividad enzimatica permanecid cercana a la obtenida en el DCC anterior. Estas
condiciones fueron: suspension de 107 esporas mL?, a 28 °C, pH 5,5, ausencia de luz y

de agitacion (Figura 25 e-h).
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Figura 25. Optimizacion de la concentracion de indculo y de las variables fisicas para la
actividad EX de A. niger LBM 134 en medios con bagazos de cafa de aztcar y de mandioca.
Efecto del pH, tamafio de particula del sustrato, concentracion de esporas, luz y temperatura

sobre el hongo creciendo en medio optimizado con a-d) bagazo de cafia de azucar y e-h) con
bagazo de mandioca.
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5.4.4 Estudio costo/beneficio: bagazos vs. xilano comercial

RESULTADOS

Se comparé los costos de produccién de enzimas con actividad EX de A. niger LBM

134 crecido con los bagazos de cafia de azlcar y de mandioca y con xilano comercial

mediante un estudio costo/beneficio (Tabla 22).

Tabla 22. Bagazos vs. xilano comercial, estudio costo/beneficio.

Medios optimizados

Medio con xilano

Cafia de azticar Mandioca comercial
Componentes  Costo unidad Costo total Costo total Costo total
del medio (USDKg™) (gL?) (USDKg?) (gL (USDKg?) (gL?) (USDKg™)
NaNO3 115,350 2 0,236 2 0,236 2 0,236
KH,PO, 362,655 1 0,372 1 0,372 1 0,372
KCl 171,715 0,5 0,088 0,5 0,088 0,5 0,088
MgS0,4.7H,0 336,490 0,5 0,172 0,5 0,172 0,5 0,172
FeS04.7H,0 218,845 0,01 0,002 0,01 0,002 0,01 0,002
Peptona 185,130 2 0,474 2,19 0,426 2,5 0,472
Tripteina 2,500 0,5 0,001 - - - -
Urea 420,930 - - 2,84 1,257 - -
Extracto de 331,580 2 0,679 - - 2 0,676
levadura
Bagazo de 0,010 15 0,000 - - - -
cafa
Bagazo de 0,012 - - 40 0,000 - -
mandioca
Xilano de 4,100 - - - - 10 40,765
beechwood
Agua 0,067 976,5 0,067 950,9 0,067 981,5 0,067
Total 1.000 2.093 1.000 2,645 1.000 42,845
Actividad EX uLt 110.000 160.580 106.700
Produccién Dias 8 12 12
Produccidn uL? 5.018.750 4.884.308 3.245.458
anual
Costo anual usD 95,49 80,44 1.303,19
Costo de (USb UL?) 1,90 USD 1,65 USD 40,15 USD
1.000.000 U *1.000.000

USD, del inglés United States Dollar.
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Ambos medios optimizados con bagazos fueron mds eficientes que aquel
suplementado con el xilano comercial; ademas, los medios con bagazos fueron mucho
mas econdmicos y soportaron valores de actividad EX mayores que el del medio
sintético. En el caso del medio con bagazo de cafia de azucar, la actividad EX maxima fue
110 UmL?; en el caso del medio con bagazo de mandioca fue 160,58 UmL™, contra
106,70 UmL?, actividad EX méxima alcanzada con el medio sintético. Ademas, producir
enzimas con actividad EX a partir de A. niger LBM 134 incubado con bagazos es 20 veces
mas econdémico que hacerlo crecer en medio con xilano comercial. Se calculé la
produccion anual de las enzimas con actividad EX en los tres medios evaluados con una
produccion de aproximadamente 5.000.000 UL en los medios de cultivo optimizados
con bagazos mientras que, en el medio con xilano comercial la produccidén enzimatica
alcanzaria solamente a 3.200.000 UL? con un costo 20 veces mayor que el de la

produccidn con los bagazos.

5.5 Caracterizacion de las enzimas con actividad EX presentes en los sobrenadantes

optimizados

La temperatura y el pH son dos factores principales que afectan la actividad
enzimatica y deben estudiarse para luego aplicar eficientemente las enzimas en
cualquier proceso biotecnolégico. Por tanto, se estudié el efecto de la temperaturay del
pH sobre la actividad EX en los sobrenadantes optimizados de A. niger LBM 134 (seccion

5.4.3) y sus efectos en el tiempo, termoestabilidad y pH estabilidad.

5.5.1 Temperatura dptima de la actividad EX de las proteinas en los sobrenadantes

optimizados

La actividad EX maxima (p < 0,05) se registrd al incubar ambos sobrenadantes, de
bagazo de caia de azucar y de mandioca, a 50 °C (Figura 26). La actividad EX maxima en
el sobrenadante de bagazo de cafa de azucar alcanzé un valor promedio de 108 + 7,58
UmL?! mientras que, el valor promedio maximo de actividad EX en los sobrenadantes de

bagazo de mandioca fue 176 + 1,79 UmL™.
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Figura 26. Temperatura 6ptima de la actividad EX de A. niger LBM 134, a) en sobrenadantes

optimizado con bagazo de cafia de azucar y b) en sobrenadantes optimizado con bagazo de
mandioca.

5.5.2 pH optimo de la actividad EX de las proteinas en los sobrenadantes optimizados

La maxima actividad EX (p < 0,05) se encontrd al incubar ambos sobrenadantes
optimizados a pH 4,8 y 5; entre estos pH no hubo diferencia estadistica (Figura 27). En
el medio con bagazo de cafia de azucar, la actividad EX a pH 5 alcanzé un valor promedio

de 119,5 + 5,79 UmL™. En el medio de cultivo con bagazo de mandioca, la actividad EX a

pH 5 fue de 177,96 + 1,32 UmL™.
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Figura 27. pH 6ptimo de la actividad EX de A. niger LBM 134, a) en sobrenadantes optimizado
con bagazo de cafia de azucar y b) en sobrenadantes con bagazo de mandioca.
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5.5.3 Termoestabilidad de la actividad EX de las proteinas en los sobrenadantes

optimizados

La actividad residual se definié como el porcentaje de actividad EX medida luego de
un periodo de tiempo con respecto a la actividad EX medida en el tiempo inicial (0). Esta
medida en tiempo 0 se tomd como el 100 % de la actividad EX. En el caso del
sobrenadante optimizado con bagazo de cafia de azucar, la actividad EX correspondiente
al 100 % fue 110 + 4,43 UmL' y en el caso del sobrenadante optimizado con bagazo de
mandioca, el 100 % correspondid a 158 + 0,32 UmL™. El efecto de la temperatura sobre
la actividad EX en el tiempo se evalué incubando los sobrenadantes a 4, 30, 40y 50 °C

durante diferentes periodos hasta 96 h (Figura 28).

En las Figuras 28 ay 28 b se muestran las curvas de termoestabilidad de las enzimas
con actividad EX en el sobrenadante de bagazo de cafia de azucar y de bagazo de
mandioca, respectivamente. Se observd que a4y 30 °C la actividad EX se mantuvo arriba
del 50 % durante todo el tiempo evaluado en ambos sobrenadantes. A 40 °C la actividad
EX se mantuvo arriba del 50 % durante 12 h en el sobrenadante de bagazo de cafia de
azucar y por 48 h en el sobrenadante de bagazo de mandioca. A 50 °C, la actividad EX

decay6 por debajo del 50 % antes de las 12 h en ambos sobrenadantes.

~
=2

1209 120+
I == 4:°C
100§ y A - P I 100
p 4 T p 4 - 30°C
80 80+ —— 40°C
- 50°C

60+
40

20 S

o T T T T T T T )
0 12 24 36 48 60 72 84 96

B
o
1

Actividad residual (%)
3

Actividad residual (%)
3

(=]

T T T T T 1
12 24 36 48 60 72 84 96

Tiempo (h) Tiempo (h)

o

Figura 28. Termoestabilidad de la actividad EX de A. niger LBM 134. Estabilidad enzimatica en
el tiempo cuando se incubd a 4, 30, 40 y 50 °C los sobrenadantes optimizados de a) bagazo de
cafia de azucar y b) bagazo de mandioca. El 100 % correspondié a 110 UmL™ en el caso del
bagazo de cafiay 158 UmL™ en el caso de del bagazo de mandioca.
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5.5.4 pH estabilidad de la actividad EX de las proteinas en los sobrenadantes

optimizados

De la misma manera que para la termoestabilidad, la actividad residual se definid
como el porcentaje de actividad EX medida luego de un periodo de tiempo con respecto
ala actividad EX medida en el tiempo inicial (0) correspondiendo al 100 % de la actividad
EX. En el caso del sobrenadante optimizado con bagazo de cafia de azucar, el 100 %
correspondid a 110 + 4,43 UmL? y en el caso del sobrenadante optimizado con bagazo
de mandioca, a 158 + 0,32 UmL™. El efecto del pH sobre la actividad EX en el tiempo se
evalud incubando los sobrenadantes a pH 5, 6 y 7 durante diferentes periodos hasta 96

h (Figura 29).
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Figura 29. Estabilidad en pH de la actividad EX de A. niger LBM 134. Estabilidad enzimdtica en
el tiempo cuando se incubé a pH 5, 6 y 7C los sobrenadantes optimizados de a) bagazo de cafia
de azucar y b) bagazo de mandioca. El 100 % correspondid a 110 UmL™ en el caso del bagazo de
cafiay 158 UmL! en el caso de del bagazo de mandioca.

En las Figuras 29 ay 29 b se muestran las curvas de estabilidad en el pH de las enzimas
con actividad EX en el sobrenadante de bagazo de cafia de azlcar y de bagazo de
mandioca, respectivamente. Se observé que la actividad EX se mantuvo arriba del 50 %
a todos los pH evaluados en todos los periodos en ambos sobrenadantes. La estabilidad
en pH fue mayor a pH 5 manteniéndose la actividad EX por encima del 80 % luego de las

96 h en ambos sobrenadantes.
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5.5.5 Proteinas con actividad EX de los sobrenadantes optimizados detectadas con ND-

PAGE

Los perfiles isoenzimaticos de las enzimas con actividad EX en los sobrenadantes
optimizados de A. niger LBM 134 y sus controles se evaluaron en geles no
desnaturalizantes utilizando xilano de beechwood como sustrato (Figura 30). En los
sobrenadantes del hongo crecido en medio con bagazo de cafia de azlcar se detectaron
tres isoenzimas (carriles 1, 2 y 3) mientras que, en los sobrenadantes del hongo crecido
en sus medios controles no se observé isoenzima alguna (carriles 4 y 5). En los
sobrenadantes del hongo crecido en bagazo de mandioca se detectaron isoenzimas con
movilidad electroforética similar a las que se encontrd en los sobrenadantes del hongo
crecido en bagazo de cafia de azucar (carriles 8,9 y 10). Ademas, se observé la presencia
de otras isoenzimas con movilidad electroforética menor. Similarmente, en sus

controles no se observaron isoenzimas con actividad EX (carriles 6 y 7).

Figura 30. Deteccion de EXs de A. niger LBM 134 en sobrenadantes optimizados y sus
controles. ND-PAGE en condiciones nativas utilizando tincién con Rojo Congo. Carril 1, carril 2y
carril 3, sobrenadantes provenientes del hongo crecido en medio optimizado con bagazo de
cafia de azucar; carril 4 y carril 5, sobrenadantes provenientes del hongo crecido en medio
control de la optimizacion con bagazo de cafia de azucar; carril 6 y carril 7, sobrenadantes del
hongo crecido en medio control de la optimizacion con bagazo de mandioca; carril 8, carril 9y
carril 10, sobrenadante del hongo crecido en medio optimizado con bagazo de mandioca. Se
sembraron 20 ug de proteinas/pocillo para cada condicidn evaluada.
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5.6 Caracterizacién de los sobrenadantes optimizados y sus controles

5.6.1 Proteinas totales de los sobrenadantes optimizados detectadas con SDS-PAGE y

tincion con plata

El analisis del gel del total de proteinas secretadas por A. niger LBM 134 crecido en
diferentes medios de cultivo (medios optimizados con bagazo de cafia de azlcar y con
bagazo de mandioca y en medios control de ambos medios optimizados) mostré un
rango amplio de proteinas con diferentes masas moleculares (Figura 31). Se pudo
visualizar diferencias en los niveles de proteinas, aparecieron en mayor cantidad en los
sobrenadantes provenientes de los medios optimizados que en los sobrenadantes de
los medios controles lo que también se evidencié con los datos protedmicos (seccidon
5.6.2). Algunas de las proteinas se correlacionaron con enzimas celulasas y
hemicelulasas encontradas presentando masas moleculares entre un rango de 20 a 75
kDa. Ademas, se identificé otras proteinas de masas moleculares entre 100 y 150 kDa

en sobrenadantes de medios optimizados.

El analisis del perfil electroforético de los sobrenadantes de A. niger LBM 134 crecido
en los medios controles reveld la presencia de una proteina de aproximadamente 50
kDa en ambos sobrenadantes. Esto expone una secrecion diferencial de proteinas

respecto a la fuente de carbono utilizada en el medio de cultivo.

Con respecto a las enzimas xilanasas, en ambos sobrenadantes optimizados se
pudieron observar dos bandas correspondiendo a proteinas de aproximadamente 20 y
25 kDa. En los analisis del secretoma de ambos sobrenadantes optimizados se
encontraron dos xilanasas de estos pesos moleculares, una EX de 25 kDa y una BXL de

20 kDa.

En ambos sobrenadantes se observé una banda algo mas pequeina que 37 kDa y en
los andlisis de ambos secretomas se encontré una EX de 35,5 kDa. En los sobrenadantes
de mandioca también se observd una banda de aproximadamente 45 kDa
correspondiendo a una enzima endo-1,3-B-glucosidasa de 46,3 kDa encontrada en el

secretoma de este sobrenadante.

Se observaron dos bandas menores a 75 kDa en ambos sobrenadantes. Una

glucoamilasa de 68,3 kDa se encontré en los secretomas de ambos sobrenadantes,
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aunque en mayor cantidad en el sobrenadante de bagazo de mandioca,
correspondiendo con una tincidn mas intensa en el gel de plata. En los sobrenadantes
de bagazo de mandioca se observaron varias proteinas con pesos moleculares entre 100
y 150 kDa mientras que, en los sobrenadantes de bagazo de cafia de azlcar se

observaron menos bandas y menos intensas.

Figura 31. Deteccidn de proteinas totales de A. niger LBM 134 en sobrenadantes optimizados
y sus controles. SDS-PAGE utilizando tincién de nitrato de plata. Carril 1, carril 2 y carril 3,
proteinas totales presentes en sobrenadantes del hongo crecido en medio optimizado con
bagazo de mandioca por triplicado; carril 4, proteinas totales en el sobrenadante del hongo
crecido en medio control de la optimizacion con bagazo de mandioca; carril 5, proteinas totales
en el sobrenadante del hongo crecido en medio control de la optimizacién con bagazo de cafia
de azucar; carril 6, carril 7 y carril 8, proteinas en sobrenadantes del hongo crecido en medio
optimizado con bagazo de cafia de azlcar. Se sembraron 20 ug de proteinas/pocillo de los
sobrenadantes optimizados y 10 pg de proteinas/pocillo de los sobrenadantes controles. Carril
9, marcador de peso molecular en kDa (Kaleidoscope, BioRad).

5.6.2 Secrecion de enzimas de A. niger LBM 134 crecido en bagazo de cafia de azUcary

en bagazo de mandioca

Se analizé el secretoma de los sobrenadantes optimizados con bagazo de cana de

azUcar y bagazo de mandioca y sus respectivos controles mediante espectrometria de
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masas. Se identificaron 166 proteinas en total. El mayor nimero de proteinas diferentes
(130) se identificé en el secretoma de A. niger LBM 134 crecido en el medio optimizado
con bagazo de caiia de azucar, seguido por el secretoma del hongo crecido en el medio
optimizado con bagazo de mandioca, un total de 113 proteinas diferentes. En los
secretomas del hongo crecido en los medios controles, el nimero de proteinas
identificadas fue menor, 41 proteinas en el sobrenadante control del bagazo de cafia de
azucar y 6 proteinas en el sobrenadante control del bagazo de mandioca (Tabla 23). Se
identificaron 3 proteinas intracelulares en cada secretoma del hongo crecido en los

medios optimizados, las cuales no se tuvieron en cuenta para los proximos analisis.

Se identificaron 6 enzimas xilanasas, 2 EX, 3 BXL y una a-xilosidasa. Ambas EX se
identificaron en los secretomas de A. niger LBM 134 crecido en los medios optimizados
con los bagazos (de cafia de azucar y de mandioca). Con respecto a las BXL, 2 enzimas se
identificaron en ambos secretomas del hongo crecido en los medios optimizados, la otra
BXL se identificd ademas en el secretoma del hongo crecido en medio control de bagazo
de cafia de azlcar. La a-xilosidasa se identificé solamente en el secretoma del hongo

crecido en medio optimizado con bagazo de cafia de azucar.

Ambas EX identificadas son de peso molecular pequeiio, una de 24 y la otra de 35,5
kDa, mientras que las demas xilanasas encontradas son de peso molecular mayor, entre

71 a 88 kDa. Los pl de todas las xilanasas fueron acidos, en el rango entre 4.89 a 6.65.

Tabla 23. Proteinas identificadas en los secretomas de A. niger LBM 134 crecido en medios
optimizados con bagazos de cafia de azucar y de mandioca y en sus sobrenadantes controles.
Las proteinas se ordenan segun su abundancia relativa en el secretoma.

ID!dela MM? Sobrenadantes  Sobrenadantes

, roteina KDa optimizados controles
Nombre de la proteina P ( ) pi? P

BCA® BM*  BCA* BM®

Glucoamilasa A A2QHE1 68,3 4,45 X X X
Endoxilanasa C A2QFV7 35,5 6,65 X X
Endoglucanasa A A2R322 25,9 4,64 X X
B-glucosidasa A A2RAL4 93,2 4,78 X X X
a-L-arabinofuranosidasa A2QFV9 35,8 4,86 X X
B-xylosidasa D A2QA27 87,2 4,89 X X
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Tabla 23. (continua)

ID!dela MM? p Sobrenadantes  Sobrenadantes

Nt s e I e proteina  (KDa) optimizados controles

BCA® BM®>  BCA* BM®

Celobiohidrolasa B A2QAI7 56,2 43 X X
a-galactosidase B A2QEJ9 48,8 5,08 X X
B-glucosidasa M ASABF5 82,1 4,74 X X
a-glucosidasa U A2QJF7 108,8 5,35 X X
a-glucuronidasa A A2R3X3 93,7 5,38 X
a-L-arabinofuranosidasa B A2R511 52,5 4,44 X

a-amilasa acida A2QW02 55,2 4,46 X X
Feruloil-esterasa A A2QSY5 30,5 4,55 X

B-galactosidasa A A2QAN3  109,6 5,21 X X X
endo-1,3-B-glucosidasa C A2QH21 46,3 4,49 X X X
Manosidasa 1B A2QAS2 55,9 5,05 X X X
endoglucanasa B A2QPC3 36,5 4,55 X X
B-hexosaminidasa A2QTI6 67,7 4,89 X X X
a-galactosidasa A A2QL72 59,2 5,03 X X X
B-manosidasa A A2QWU9 104 5,29 X X
o-xilosidasa A A2QTU5 825 5,66 X X X
B-galactosidasa C A2QL84 108,6 4,84 X X
a-fucosidase A A2R797 86,5 491 X X X
Carboxilester hidrolasa A2QZ72 58,3 4,79 X
B-galactosidasa D A2R2S6 71,2 4,83 X X
Glucan-1,3-B-glucosidasa A A2RAR6 45,5 5,19 X

Exoinsulina extracelular E A2ROEO 59,1 5,43 X X X
B-manosidasa A A2QKT4 41,2 4,61 X X
Carboxilester hidrolasa A2RIN7 61,2 5,2 X X
Endogalactanasa A A2RB93 38,7 4,07 X
Galacturonasa B pgxB A2QHGO 484 4,86 X

Péptido hidrolasa A2QG29 59,3 4,89 X
Ramnogalacturonasa A A2QYES5 46,9 4,23 X
B-glucuronidasa A2QEQ6 58,8 5,47 X X
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Tabla 23. (continua)

ID!dela MM? p Sobrenadantes  Sobrenadantes

Nt s e I e proteina  (KDa) optimizados controles

BCA® BM®>  BCA* BM®

Aspergilopepsina | A2R3L3 41,3 4,67 X X
Xiloglucano-endoglucanasa A A2Q877 25,5 3,88 X

Feruloil esterasa B A2R0Z6 57,2 5,2 X
Ramnogalacturonasa A A2QTH8 27,7 4,21 X
a-galactosidasa C A2QSZ8 65,3 5,25 X X
a-L-arabinofuranosidasa A A2Q7EO 67,9 4,3 X X
Endoxilogalacturonasa A A2QK83 42,1 4,51 X
Catalasa R A2Q7T0 80,4 5,83 X X X
Celobiohidrolasa | A2QPG2 48,2 4,32 X X
Carboxilpeptidasa D A2QP32 59,5 4,72 X X
Carboxilester hidrolasa D A2QE77 61,6 5,08 X X
Celobiohidrolasa Il A2QQ99 42,1 4,31 X X
B-galactosidasa B A2QA64  111,7 5 X X
Celobiohidrolasa Il A2QYR9 48,1 4,53 X X
Endoxilanasa B A2Q710 24 5,45 X X
Pectinasa A A2R3I11 39,8 4,34 X

Serina carboxil-peptidasa A2R906 61,3 4,63 X X
Endoproteasa A2QR21 58,7 4,58 X X X
Pectinesterasa A A2QK82 34,6 4,39 X
endo-1,5-a-arabinosidasa C AS5AAG2 34 4,87 X X X
Exopoligalacturonasa X A2R060 47,3 4,82 X
Sulfhidril oxidasa A2QUK3 43,5 5,73 X X X
Carboxilpeptidasa A2QCT2 58,1 4,91 X
Galacturanosidasa C A2RAY7 459 5,2 X X
B-fructofuranosidasa A2QSK6 63,6 5,06 X

Fosfatasa acida B A2QSK3 52,5 4,75 X X
Endopoligalacturonasa E A20BB6 39,6 4,15 X
Endo-1,5-a-arabinosidasa A A2QT85 34,5 4,22 X
Exopoligalacturonasa C A2QEW2 47,8 5,2 X
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Table 23. (continua)

ID!dela MM? pP Sobrenadantes  Sobrenadantes

Nt s e I e proteina  (KDa) optimizados controles

BCA* BM® BCA* BM®

1,3-B-glucosiltransferasa A2QUZ1 48,4 4,93 X
Peptidasa S28 A2QR36 62,1 4,45 X
Fosfatasa acida A2QSK3 52,5 4,75 X X
Carboxilester hidrolasa B A2QN56 55,1 4,84 X
Asparaginpeptidasa A2QGH4 60,9 4,51 X
Carboxilester hidrolasa A2R2I5 64,1 4,97 X X
Endoxilanasa 5 A2R4D1 22,6 4,48 X X
Fosfatasa purpura acida A A2R1IM4 67,2 5,83 X
Carboxilpeptidasa A2R2W1 53 4,63 X
Endopoligalacturonasa C A2QL39 40,5 4,23 X
Galacturonidasa A A2QBB4 47,7 5,24 X
Oxidasa amina A2R1U6 58,7 4,91 X
Pectinesterasa A2QHB7 35,6 4,42 X
Ramnogalacturonasa B A5ABH4 78,4 5,11 X
Carboxilester hidrolasa A2QVF5 57,2 4,37 X
Endoxilanasa A2R5J7 27,9 4,86 X

Feruloil esterasa C A2QYU7 28,6 5,02 X X X
Dipeptidil-peptidasa 5 A2QZF1 79,2 4,42 X X
Carboxilester hidrolasa A2QHE2 61,1 4,61 X X

Identificadas por homologia:

Isoamilo alcohol oxidasa A2QW39 61,3 4,82 X X

Proteina de la pared flia A A2QT52 21,3 4,35 X

Proteina de la pared flia B A2QP93 54,5 6,13 X X X

Catalasa A2Q7Q4 80,2 53 X X X
Endo-B-1,3-glucanasa A2Q852 104,8 5,52 X X
Exo-B-1,3-glucosidasa A2QAR3 98,7 4,7 X X X X
Peptidasa A2R273 65,7 5,68 X

Endoglucanasa A A2QAI8 43,4 4,26 X X

Glucosidasa A2RAY6 123,1 6,27 X X
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Tabla 23. (continua)

ID!dela MM? pP Sobrenadantes  Sobrenadantes

Nt s e I e proteina  (KDa) optimizados controles

BCA* BM°  BCA® BM®

Serincarboxipeptidasa 28 A2Q7S51 62,9 5,07 X X X X
Lipasa A2QPC2 35,1 4,82 X

Glicosilhidrolasa AS5AAX1 66,9 4,91 X X
Glicosilhidrolasa A2QWR0 29,6 6,39 X

Inductora de necrosis A2QEI1 32,6 5,72 X

Dioxigenasa A2QA93 39,9 4,75 X X

Oxidasa multicobre A2RAC6 72,4 6,07 X

Glicosilhidrolasa A2QAC9 39,9 4,25 X X
Carboxilpeptidasa S A2QF94 63,6 5,07 X X

Lipasa A2QTIO 31,9 4,4 X

Oxidasa A20BL4 61,5 5,01 X

Fosfoesterasa A5ABC8 51,6 5,0 X

a -amilasa A2QJF8 57,9 5,33 X

Lipoproteina AS5AAEOQO 70,5 5,43 X

No caracterizada A2QF50 100,6 5,2 X X X
a-glucosidasa A2QAC1 96,9 5,17 X X X X
Proteina de pared celular A2R2V6 28,33 4,55 X

Esteroide monooxigenasa A2R2Q9 50,4 4,34 X X

B-xilosidasa A2R967 88 5,19 X X

Glicosilhidrolasa A2R1U3 81,9 4,81 X

Pectinesterasa A2QEW9 43,1 5,35 X

Aldosa epimerasa A2QE24 44,1 4,79 X

Glicosilhidrolasa A2QJY8 58,9 5,26 X X X
Fosfolipasa A2R7J0 53,9 5,07 X X

Quitinasa clase 5 A5AA94 45,3 5,11 X X X X
Glicosilhidrolasa A2Q7T9 78,6 5,6 X

Glicosilhidrolasa 1 A2QVN9 64 4,89 X X

Isomerasa Y bhE A2QBC2 41,6 5,73 X X

Fitasa A2QYN8 53,8 4,86 X X X
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Tabla 23. (continua)

ID!dela MM? pP Sobrenadantes  Sobrenadantes

Nt s e I e proteina  (KDa) optimizados controles

BCA* BM® BCA* BM®

Xiloglucano celobiohidrolasa A2Q7T5 90,9 4,58 X X

No caracterizada A2QH12 62,9 4,73 X X X
Glicosilhidrolasa 92 A2QS54 86,2 5,03 X

No caracterizada A2QF95 75,5 4,51 X X X
Glicosilhidrolasa A2R7B1 86 4,72 X X X
Proteasa acida A2Q7E3 42,7 4,74 X
Celulasa A2QFW8 47,2 4,56 X X
a-ramnosidasa A2Q947 70,3 5,35 X X

Prot anclaje a la pared GPI A2QHWO 41 4,51 X X

No caracterizada A2Q7C7 54,8 5,31 X
Fosfolipasa A2QBE3 49,7 5,33 X X

Lipasa GDSL, esterasa A2QK49 30,1 4,81 X
Endoglucanasa A2R8EO 45,2 4,54 X X
Isoamilo alcohol oxidasa A2QHB3 61,3 5,31 X X X
Glicosilhidrolasa 43 A2QSH9 47,6 4,36 X
Oxigenasa dependiente A2QFR3 54,7 5,22 X X X
B-xilosidasa A2QQB3 71 5,52 X

No caracterizada A2QEK4 86,2 4,79 X

No caracterizada A2R6M6 54,8 5,31 X
a-1,2-manosidasa A2QQm7 87,7 5,06 X X

Oxidasa multicobre A2QB28 65,3 4,93 X X
Manosidasa A2R3G8 75,2 4,91 X X
Dehidrogenasa A2QMJ7 59,7 5,83 X X
Oxidasa FAD A2QL34 69,2 5,06 X
Glucan-endo-1,6-glucosidasa A2QFR7 51,8 4,35 X

Quitinasa A2QF78 43,1 7,02 X X
Lipasa A2R2I5 64,1 4,97 X X
Fosfatasa A2QFZ2 65 4,53 X

B-glucosidasa A2R5M1 89,5 5,27 X
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Tabla 23. (continua)

ID!dela MM? pP Sobrenadantes  Sobrenadantes

Nt s e I e proteina  (KDa) optimizados controles

BCA* BM® BCA* BM®

No caracterizada A2QAP2 27,1 5,15 X

a-a-trehalasa A2Q7Q3 116,1 5,05 X

B-glucosidasa A2QWQ9 50,7 5 X

a-fucosidasa A2R1R0O 59,5 5,26 X
endo-B-1,3-glucosidasa A2QQSs9 32,1 4,78 X X
Amino hidrolasa AS5ABB5 38,1 6,6 X

No caracterizada A2Qvae 22,7 4,53 X

a-B-hidrolasa A2QL23 41,7 5,35 X X
Peptidase subtilisina A2QL74 64,5 5 X X

Lipasa A2RAD3 41,9 5,12 X
B-glucosidasa A2R2S3 83,5 5,21 X
Proteasa A2RBC2 43,5 4,98 X
Lipasa A2QTI9 64,9 6,07 X

ID, nimero de identidad de la proteina
MM, masa molecular

3pl, punto isoeléctrico

*BCA, Bagazo de cafia de azucar

>BM, bagazo de mandioca

En el secretoma del hongo crecido en el medio optimizado con bagazo de cafia de
azucar se identificaron 37 proteinas exclusivas (22,8 %) en este secretoma; 79 proteinas
(48,8 %) compartio con el secretoma optimizado con bagazo de mandioca; 37 proteinas
(22.9 %) compartio con el secretoma control del medio con bagazo de cafia de azlcar
(Figura 32). Del total de proteinas identificadas, 31 (19,1 %) fueron exclusivas del
secretoma optimizado con bagazo de mandioca, compartiendo cinco proteinas con su
medio control (3,1 %) y 27 proteinas (16,7 %) con el medio control del bagazo de cafia

de azucar.

Respecto a los medios controles, se identificaron cuatro proteinas exclusivas en el

secretoma control del medio con bagazo de cafia de azucar correspondiendo al 2,5 %
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mientras que, en el secretoma control del medio con bagazo de mandioca no se
identificaron proteinas exclusivas. Las 6 proteinas identificadas en total en este ultimo
secretoma (3,7 %) también se identificaron en el sobrenadante optimizado con bagazo

de cafia de azucar.

BM Control BCA

37
(22.8%)

Control BM

Figura 32. Diagrama de Venn de los cuatro secretomas de A. niger LBM 134 crecido en los
diferentes medios de cultivo. Distribucién de las 166 proteinas identificadas en los cuatro
secretomas del hongo crecido en los diferentes medios: BCA, medio optimizado con bagazo de
cafia de azucar; Control BCA, medio control del medio con bagazo de cafia de azlcar; BM, medio
optimizado con bagazo de mandioca; Control BM, medio control del medio con bagazo de
mandioca.

El set entero de proteinas encontradas en los cuatro secretomas tienen masas
moleculares entre 21,3 y 116,1 kDa con puntos isoeléctricos entre 4,07 y 7,02 (Figura
33). El pH es muy importante tanto en la produccion enzimatica como en el proceso de
bioconversién de materiales lignoceluldsicos. El pH éptimo de actividad enzimatica para
la mayoria de las enzimas hidroliticas es acido, cercano a 5. La distribucién de los puntos
observados mostré que en los cuatro sobrenadantes la mayoria de las proteinas
identificadas presentaron puntos isoeléctricos cercanos a 4 y 5. No se detectd proteinas

secretadas con puntos isoeléctricos superiores a 7. Por otro lado, las masas moleculares
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de la mayoria de las proteinas identificadas en los cuatro secretomas se concentré entre

los 25 kDa y 70 kDa.

MM
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Figura 33. Dispersion de las proteinas identificadas en los cuatro secretomas segtin su masa
molecular (MM) y punto isoeléctrico (pl). Las estrellas rojas corresponden a todas las proteinas
presentes en los cuatro sobrenadantes, los provenientes de los medios optimizados con bagazo
de cafia de azucar y bagazo de mandioca y los provenientes de los medios controles.

En los cuatro secretomas, se analizé la frecuencia relativa de las proteinas
identificadas segun su accidn bioldgica, es decir, sobre qué actuan (Figura 34). La
mayoria de las proteinas, en los cuatro secretomas, fueron enzimas con accién sobre los
carbohidratos (CAZy), siendo el 64 % y el 68 % del total de las proteinas identificadas en
los secretomas del hongo crecido en bagazo de cafa de azicar y de mandioca,
respectivamente; en los secretomas controles de los medios con bagazo de cafa de

azucar y de mandioca representaron el 54 y 50 %, respectivamente.

También se identificaron enzimas que actlan o potencialmente actian sobre Ia
lignina, (metales oxidasas y oxidorreductasas), llamadas conjuntamente ligninoliticas,
en los cuatro secretomas, siendo mayor la frecuencia en los sobrenadantes controles de

los medios con bagazo de cafia de azucar y de mandioca, 20y 17 %, respectivamente.
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Enzimas proteoliticas y peptidasas se encontraron en todos los secretomas
estudiados, sin embargo, su frecuencia fue mayor en el secretoma control del medio de
bagazo de mandioca representando el tercio del secretoma (33 %). También enzimas
gue actuan en el metabolismo y transporte de los lipidos, las lipasas, se identificaron en
ambos secretomas del hongo crecido en los medios optimizados y en el secretoma
control del bagazo de cana de azucar. No se identificé lipasas en el secretoma control

del medio de bagazo de mandioca.

CAZy B Lipasas B Proteoliticas

u Ligninoliticas ® Otras ® No caracterizadas

Figura 34. Cantidad de proteinas diferentes segun su accion biolégica identificadas en los
cuatro secretomas de A. niger LBM 134. Diferentes proteinas identificadas con actividad
enzimatica sobre los carbohidratos (CAZy), lipidos (lipasas), proteinas (proteoliticas) y lignina
(ligninoliticas) del hongo crecido en los diferentes medios a) en medio optimizado con bagazo
de cafia de azucar; b) en medio optimizado con bagazo de mandioca; c) control del medio con
bagazo de cafa de azucar; d) medio control del medio con bagazo de mandioca.

En esta parte del trabajo se enfocd en el andlisis de los secretomas de A. niger LBM
134 crecido en ambos medios optimizados, con bagazo de caina de azlcar y con bagazo

de mandioca ya que el interés estuvo puesto sobre las enzimas involucradas en la
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degradacion de ambos residuos agroindustriales. En primera instancia, se evalud la
diferencia de las proteinas diferentes identificadas en ambos secretomas de los
sobrenadantes optimizados en funcién del tipo de ataque enzimatico (Figura 35). En
ambos secretomas, la frecuencia relativa de las diferentes proteinas fue similar. La
mayoria de las enzimas identificadas fueron hidrolasas, representando el 79 % de las
proteinas totales en el secretoma del hongo crecido en el medio optimizado con bagazo
de cafia de azucar y el 80 % de las proteinas totales en el secretoma del hongo crecido
en el medio optimizado con bagazo de mandioca. También se encontraron enzimas del
tipo oxidorreductasas, 10 y 7 % en los secretomas del hongo crecido en medio
optimizado con bagazo de cafia de azucar y con bagazo de mandioca, respectivamente.
En el secretoma del hongo crecido en medio optimizado con bagazo de cafia de azucar,
se identificaron enzimas isomerasas (1 %) y transferasas (1 %). En el secretoma del
hongo crecido en medio optimizado con bagazo de mandioca, se encontraron enzimas

del tipo liasas (2 %) e isomerasas (1 %).

4%

6%

2% 4
7".':
79% 80%
M Liasas Hidrolasas m Oxidorreductasas m Transferasas
 Isomerasas u Otras m No caracterizadas

Figura 35. Cantidad de proteinas diferentes segtin su modo de accidon enzimatico, identificadas
en los secretomas de A. niger LBM 134 crecido en los medios optimizados. a) crecido en medio
optimizado con bagazo de cafia de azlcar y b) crecido en medio optimizado con bagazo de
mandioca.

Ademas de identificar las proteinas en los secretomas optimizados de A. niger LBM

134, se analizé la abundancia de las proteinas en estos secretomas en funcién de sus
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valores emPAl (cociente entre el nimero de péptidos identificados para una proteina y
el total de péptidos esperados in silico) (Figura 36). A cada proteina se les asigna por
definicion la suma de los PSMs (funcidn de la abundancia) de los péptidos con los cuales
se la identificd. Si bien este pardmetro es funcién de la abundancia, también depende
del largo de la proteina: cuanto mas chica, menos péptidos aparecerdn y a la inversa,
cuanto mas larga, mas péptidos. El valor emPAl soluciona el problema del largo de la
proteina; es un factor de correccidén que se refiere a la abundancia relativa de proteinas
en un secretoma, es decir, dentro de cada condicion de cultivo en este caso. Con este
valor, se pudo sacar conclusiones sobre el enriquecimiento diferencial de ciertas
enzimas por sobre otras en cada secretoma optimizado. En la Figura 36 a-b se muestran
los secretomas optimizados en funcidon de diferencia en nimero de proteinas; en la

Figura 36 c-d, se muestra la diferencia en abundancia de las enzimas identificadas.

Particularmente, el andlisis de abundancia de las xilanasas mostré que la EX, A2QFV7,
fue 240 veces mayor en el secretoma de A. niger LBM 134 crecido en bagazo de cana de
azucar en comparacion al secretoma del hongo crecido en bagazo de mandioca. La otra
EX, A2Q710, mostré una abundancia mayor de mas de dos veces en el secretoma del
hongo crecido con bagazo de cana de azucar. Respecto a las BXL, la enzima A2QQB3 se
encontrd solamente en el secretoma del hongo crecido en bagazo de cafia de azucar

mientras que, la abundancia de las demds BXL fueron mayores en este secretoma.
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Amilasas
B Hemicelulasas

M Quitinasas
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21%

24%
10%
27%
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Celulasas Xilanasas
M Hemicelulasas accesorias M Pectinasas

Figura 36. Enzimas encargadas de la degradacion de los componentes carbonados de la pared
celular vegetal presentes en los secretomas de A. niger LBM 134 crecido en los medios
optimizados. Diferencia en nimero de las enzimas presentes en el secretoma del hongo crecido
en los medios optimizados con a) bagazo de cafia de azucar y con b) bagazo de mandioca.
Diferencia en abundancia relativa de las enzimas identificadas en los secretomas del hongo
crecido en los medios optimizados con c) bagazo de cafia de azlcar y con d) bagazo de mandioca.

Debido a que se identificd un alto nimero de enzimas involucradas en la degradacién

de los componentes carbonados de la biomasa, se analizé su distribucién y clasificacidon

en funcién del sistema CAZy. Las enzimas encontradas en los secretomas de A. niger

LBM 134 crecido en los bagazos se agruparon en 39 familias GH, 4 familias esterasas de
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carbohidratos (CE, del inglés Carbohydrate esterases) y 2 familias de liasas de
polisacaridos (PL, del inglés Polysaccharide hydrolases) segin la base de datos de las
enzimas con actividad sobre los carbohidratos, CAZy, (www.cazy.org) (Figura 37), lo que
sobresalto la diversidad enzimatica del hongo. Se observé una diferencia significativa en
el numero de proteinas de dos familias GH (Figura 37 a). Se identificaron 7 enzimas
representantes de la familia GH 3 donde se encuentran xilanasas (B-xilosidasas),
celulasas (B-glucosidasas) y hemicelulasas en el secretoma del hongo crecido con bagazo
de cafia de azucar mientras que, en el secretoma del hongo crecido con bagazo de
mandioca se identificaron 4 enzimas representantes de esta familia. Asimismo, en la
familia GH 28 cuyas enzimas representantes son las pectinasas, se observé una marcada
diferencia; en el secretoma del hongo crecido con bagazo de cana de azucar se
identificaron 3 enzimas y en el secretoma del hongo crecido con bagazo de mandioca se

identificaron 9 enzimas.

Por otra parte, algunas GHs se identificaron exclusivamente en el secretoma del
hongo crecido en bagazo de cafia de azlcar, estas fueron enzimas pertenecientes a las
familias GH 18 (quitinasas), GH 29 (a-fucosidasas), GH 36 (a-galactosidasas), GH 67 (a-
glucuronidasa), GH 72 (a-glucanosil transferasa), GH 76 (hemicelulasas) y GH 81 (endo-

a-1,3-glucanasa).

Con respecto a las enzimas de las familias CE, las xilanasas representantes de la
familia CE 1, feruloil esterasas, y las enzimas de la familia CE 4 se identificaron
exclusivamente en el secretoma del hongo crecido en el medio con bagazo de cana de
azucar. La familia CE 5 cuyas enzimas representantes fueron xilanasas y las familias CE 8
y CE 13 cuyas representantes fueron pectinasas estuvieron presentes en ambos

secretomas.

Las enzimas pectinasas representantes de las familias PL 1 y PL 4 se identificaron en
los secretomas del hongo crecido en bagazo de mandioca y de cafia de azucar,

respectivamente.

La diferencia de las proteinas identificadas en algunas familias CAZy se hace mas
evidente cuando se analiza su abundancia en cada secretoma optimizado (Figura 37 b).
Casi todas las familias mostraron diferencia en abundancia; la abundancia de la familia

GH 1 (B-glucosidasa) fue 2,33 mayor en el secretoma del hongo crecido en bagazo de
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cafa de azucar mientras que, la enzima de la familia GH 2 fue 2,21 mayor en el

secretoma del hongo crecido en bagazo de mandioca.

La abundancia de las celulasas y hemicelulasas de la familia GH 5 fue
significativamente diferente en ambos secretomas optimizados. En el secretoma del
hongo crecido con bagazo de mandioca la proporcion relativa de estas enzimas fue 4,17
veces mayor, a pesar de que se identificaron menos enzimas (en nimero) respecto al
otro secretoma optimizado. Otra gran diferencia manifiesta se dio en la familia GH 10,
cuyas enzimas representantes son las EX; su abundancia en el secretoma del hongo
crecido con bagazo de cafia de azucar fue 240 veces mayor que en el secretoma del
hongo crecido en medio con bagazo de mandioca, aun cuando en cada secretoma se

identificd una enzima de la familia GH 10.

La abundancia de las amilasas de las familias GH 13 y GH 15 fue mayor en el
secretoma del hongo crecido en bagazo de mandioca, siendo respectivamente 11,61y
5,24 veces mayor en este secretoma aun cuando en la familia GH 13 se identificaron mas
amilasas en el secretoma del hongo crecido en bagazo de cafia de azucar. El secretoma
del hongo crecido en bagazo de mandioca mostré mayor proporcién de enzimas en
diferentes familias GH que en el secretoma del hongo crecido en bagazo de cafia de
azucar. La familia GH 16 (hemicelulasas) presenté una proporcién 5,5 veces mayor que
su proporcién en el secretoma del hongo crecido en bagazo de cafia de azucar; la familia
GH 27 (B-galactosidasas), casi 2 veces mayor; la familia GH 28 (pectinasas), casi 8 veces
mayor; la familia GH 53 (endo-galactanasa), 44,67 veces mayor; la familia GH 55 (exo-f-

1,3-glucosidasa), 2,4 veces mayor y la familia GH 65 (hemicelulasas), 2 veces mayor.

Las enzimas que presentaron mayor proporcién en el secretoma del hongo crecido
en bagazo de cafia de azucar fueron la familia GH 79 (B-glucuronidasa), 2 veces mayor,
la a-L-arabinofuranosidasa (GH 62) y las manosidasas (GH 92) siendo casi 4 veces

mayores respecto al otro secretoma optimizado.

Ademas de las diferencias encontradas en nimero de enzimas CE y PL, las mas
significativas se dan en las familias CE 5 y CE 13. La abundancia de las xilanasas de la
familia CE 5 fue mds de 8 veces mayor en el secretoma del hongo crecido en bagazo de
cana de azlcar, mientras que, las pectinasas de la familia CE 13 fue casi 22 veces mayor

en el secretoma del hongo crecido en bagazo de mandioca.
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Figura 37. Cantidad y proporcion relativa de CAZy identificadas en los secretomas de A. niger
LBM 134 crecido en los medios optimizados. a) Distribucion del nimero de enzimas GHs, CEs y
PLs en cada familia GH detectadas en ambos secretomas del hongo crecido en los medios
optimizados. b) Proporcidn relativa de las enzimas GHs de cada familia GH, de las enzimas CEs
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de cada familia CE y de las enzimas PLs de cada familia PL en ambos secretomas del hongo
crecido en los medios optimizados. BCA, bagazo de cana de azlcar; BM, bagazo de mandioca.

5.6.3 Analisis funcional de los secretomas de los sobrenadantes optimizados de A. niger

LBM 134

Para validar los datos secretémicos y describir el reportorio enzimatico involucrado
en la degradacion de los polisacaridos de los residuos agro-industriales por parte de A.
niger LBM 134, se evalud la performance hidrolitica del hongo en los sobrenadantes
conteniendo bagazo de cafia de azlcar y de mandioca. Esta evaluacion se llevd a cabo
utilizando ocho sustratos para determinar las actividades celulasas, xilanasas, pectinasas

y amilasas (Figura 38).

EA Bca

L 1 3 sm
PGasa — 1

Celulasas

Xilanasas

Actividad enzimatica (UmL'l)

Figura 38. Actividades enzimaticas de A. niger LBM 134 en los sobrenadantes optimizados con
bagazo de cafia de azucar (BCA) y con bagazo de mandioca (BM). El potencial hidrolitico de los
sobrenadantes del hongo se evalud en diferentes sustratos: EX, actividad endoxilanasa; BXL,
actividad P-xilosidasa; FPasa, actividad papel de filtro; EG, actividad endoglucanasa; CBH,
actividad celobiohidrolasa; BGL, actividad B-glucosidasa; PGasa, actividad poligalacturonasa. Los
valores de las actividades enzimaticas se expresan en UmL™?,
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La actividad EX (determinada con el sustrato xilano de beechwood) en el
sobrenadante del hongo crecido con bagazo de mandioca fue mayor, 144 + 5,65 UmL™*
que, en el sobrenadante de bagazo de cafia de azlcar, 106 + 14,67 UmL™. La actividad
BXL (determinada con el sustrato pNPX) fue cuatro veces mayor en el sobrenadante
optimizado con bagazo de cafia de aztcar, 0,74 + 0,05 UmL™, en comparacidn con el otro
sobrenadante optimizado con bagazo de mandioca, 0,18 + 0,03 UmL™. Estos hallazgos
coinciden con los datos secretdmicos donde se observé que la proporcién de xilanasas

en el secretoma del hongo crecido con bagazo de caiia de azucar fue mayor.

Los niveles de actividades celulasas (actividad FPasa, determinada con papel de filtro;
EG determinada con el sustrato CMC; BGL, con el sustrato pNPG y CBH, con el sustrato
pNPC) fueron mayores en los sobrenadantes provenientes del hongo crecido con bagazo
de mandioca coincidiendo con los datos secretémicos. Los valores de actividad FPasa,
EG, BGL y CBH para este sobrenadante fueron 0,381 + 0,00 UmL™; 0,372 + 0,25 UmL;
0,28 +0,00 UmL'y 0,43+ 0,00 UmL™; respectivamente versus los valores obtenidos para
el sobrenadante del hongo crecido en bagazo de cafia de azucar, 0,35 + 0,00+ 0,25 UmL"

1.2,72+0,23 UmL?; 0,17 £ 0,00 UmL'y 0,29 + 0,00 UmL™.

Las actividades pectinasa y amilasa (determinadas con los sustratos acido
poligalacturdnico y almiddn, respectivamente) fueron mayores en el sobrenadante del
hongo crecido con bagazo de mandioca. Los valores de actividad pectinasa y amilasa
alcanzados en este sobrenadante fueron 8,64 + 0,47 UmL? y 10,51 + 0,40 UmL™?,
respectivamente; mientras que, en el sobrenadante del hongo crecido con bagazo de
cafia de azucar fueron 4,58 + 0,00 UmL? y 1,64 + 0,11 UmL?, respectivamente. Estos
datos también coincidieron con los analisis secretémicos que indicaron mayor cantidad
de estas enzimas en el secretoma del hongo crecido en el medio optimizado con bagazo

de mandioca.
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5.7 Aplicacion de los sobrenadantes optimizados en la hidrélisis de bagazos de cafia de

azlcary de mandioca

5.7.1 Determinacion de la termoestabilidad de las actividades enzimaticas intervinientes

en la hidrdlisis

En la seccidn 5.6.3 se pudo determinar que los niveles de actividad EX, BXL, FPasa y
BGL fueron suficientes para llevar a cabo los ensayos de hidrdlisis sobre los bagazos de

cana de azucar y de mandioca pretratados.

Para establecer que las condiciones 6ptimas de temperatura y pH de la actividad EX
(secciones 5.5.1 y 5.5.2) fueran las Optimas para las demas actividades enzimaticas
intervinientes en la hidrdlisis de los residuos, se evalué la termoestabilidad y la
estabilidad en el pH de las actividades BXL, FPasa y BGL de los sobrenadantes
optimizados con bagazo de cafia de azucar (Figura 39) y con bagazo de mandioca (Figura

40).

En el caso de los sobrenadantes optimizados con bagazo de cafia de azucar, el efecto
de la temperatura (30 °C) en el tiempo sobre las actividades FPasa, BXL y BGL mostrd
que las tres actividades fueron estables, superando el 50 % de actividad residual (Figura
39 a). Por otra parte, el efecto del pH (5) sobre las actividades enzimaticas demostré que
las actividades FPasa y BGL fueron mas estables, presentando mas del 50 % de su

actividad residual luego de las 24 h (Figura 39 b).

Respecto a los sobrenadantes optimizados con bagazo de mandioca, las tres
actividades FPasa, BXL y BGL mostraron estabilidad en el tiempo superando el 50 % de
actividad residual hasta las 24 h cuando se incubaron a 30 °C, siendo las actividades
FPasa y BXL mas estables (Figura 40 a). En el caso del efecto del pH (5) sobre las
actividades enzimadticas, las tres actividades fueron estables, presentando mas del 50 %

de su actividad residual luego de las 24 h (Figura 40 b).
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Figura 39. Estabilidad en temperatura y pH de las actividades enzimaticas en sobrenadantes
optimizados con bagazo de cafia de aztcar. a) Estabilidad en temperatura de las actividades -
xilosidasa, FPasa y B-glucosidasa en el tiempo. b) Estabilidad en pH de las actividades f-
xilosidasa, FPasa y PB-glucosidasa en el tiempo. El 100 % de las actividades enzimaticas
correspondieron 0,8; 0,351 y 0,29 UmL' para pB-xilosidasa, FPasa y p-glucosidasa,
respectivamente.
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Figura 40. Estabilidad en temperatura y pH de las actividades enzimaticas en sobrenadantes
optimizados con bagazo de mandioca. a) Estabilidad en temperatura de las actividades f-
xilosidasa, FPasa y B-glucosidasa en el tiempo. b) Estabilidad en pH de las actividades f-
xilosidasa, FPasa y PB-glucosidasa en el tiempo. El 100 % de las actividades enzimaticas
correspondieron 0,8; 0,351 y 0,29 UmL?' para pB-xilosidasa, FPasa y p-glucosidasa,
respectivamente.

Teniendo en cuenta los resultados de la determinacion de la estabilidad en la
temperatura y en el pH de las enzimas (BXL, FPasa y BGL), se decidié llevar a cabo la

hidrdlisis de los residuos durante 24 h con ambos sobrenadantes. Esto es debido a que
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luego de este periodo algunas actividades enzimaticas cayeron por debajo del 50 % de

actividad residual.

5.7.2 Pretratamiento alcalino de los bagazos de cafia de azUcar y de mandioca

Debido a que una hidrdlisis eficiente de materiales lignoceluldsicos requiere de un
pretratamiento para liberar total o parcialmente la lignina, ambos bagazos se trataron
con una solucidn alcalina de Na(OH) 0,85% (p/v) a 121 °C durante 30 min (Castrillo,
2015). No se detectaron azucares reductores en los sobrenadantes resultantes de los
pretratamientos de ningun residuo, lo que significd que no hubo pérdida de azucares.
Esto es importante para el paso posterior del proceso, la hidrélisis a azucares

fermentables.

5.7.3 Ensayos de hidrdlisis de los bagazos de cafia de azUcar y de mandioca

La hidrdlisis de los bagazos de cafia de azlicar y de mandioca se llevo a cabo utilizando
los sobrenadantes optimizados de A. niger LBM 134 crecido en medio con bagazo de
cafia de azucar y de mandioca, respectivamente (bagazo + respectivo sobrenadante).
Asimismo, se realizaron ensayos de hidrolisis con enzimas comerciales (bagazo +
enzimas comerciales) y dos controles (control bagazo y control sobrenadante). El control
bagazo consistié en bagazo pretratado con la solucién alcalina + buffer, mientras que, el

control sobrenadante fue el sobrenadante optimizado de A. niger LBM 134.

Todos las reacciones, hidrdlisis y controles, se realizaron a 30 °Cy pH 5y los azlcares
resultantes se determinaron luego de las 24 h. Estos fueron azlcares reductores,
cuantificados mediante la técnica del DNS (en mgmL™)y aztcares liberados identificados
y cuantificados por HPLC en (en mgmlL?) determinados ambos en cada residuo

hidrolizado, bagazo de caia de azucar (Tabla 24) y bagazo de mandioca (Tabla 25).
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Tabla 24. Azlcares liberados (mgmL™?) en los ensayos de hidrdlisis del bagazo de cafia de aztcar
pretratado utilizando el sobrenadante optimizado de A. niger LBM 134 crecido en bagazo de
cafia de azucar.

ENSAYOS Azucares Celobiosa Glucosa Xilosa Arabinosa Acido
reductores acético
BCA + 22,09+1,26  248+0,53 5,18+1,14 4,46%+1,06 | 055+1,13 2,56%+0,48
sobrenadante

BCA + enzimas 17,41+0,13  2,45+0,01  4,34+0,03  3,62+0,09  0,07+£0,01 | 2,14+£0,02
comerciales

Control BCA (+ 0 0,01+0,00 0,04+0,00 0,04 0,00 - 3,17 £ 0,07
buffer)
Control 0 1,00+ 0,00 | 0,63 £0,00 - - -
sobrenadante

BCA: bagazo de cafia de azlcar

Respecto a la hidrélisis del bagazo de cafia de azlcar con el sobrenadante optimizado
de A. niger LBM 134 crecido en el mismo residuo, los valores obtenidos de azucares
reductores se calculd los porcentajes de sacarificacion luego de restar los valores
correspondientes a los controles. Los porcentajes de sacarificacion del bagazo de cafia
de azlcar hidrolizado con el sobrenadante optimizado y con las enzimas comerciales
fueron 59 y 47 %, respectivamente. Los azlcares individuales cuantificados por HPLC
resultado de la hidrdlisis del bagazo de cafia de azlcar con el sobrenadante optimizado
de A. niger LBM 134 fueron: conversion a glucosa (26,32 %), a celobiosa (16,51 %) y a
xilosa (51,7 %). Con respecto a la hidrdlisis realizada con las enzimas comerciales, los
porcentajes de conversién por HPLC a glucosa, celobiosa y xilosa fueron 27,33, 16,31y

42 %, respectivamente.
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Tabla 25. Azucares liberados (mgmL?) en los ensayos de hidrdlisis del bagazo de mandioca
pretratado utilizando el sobrenadante optimizado de A. niger LBM 134 crecido en bagazo de
mandioca.

Azucares Celobiosa Glucosa Xilosa Arabinosa Acido
ENSAYOS reductores acético

22,81 +£1,63 1,00 £ 0,27 512+0,89 065006 0,11+£0,02 | 2,98%0,17
BM + sobrenadante

BM + enzimas 14,73 £ 2,01 0,61 £ 0,02 2,33+0,14 - 0,03+0,00 | 2,37+£0,01
comerciales
Control BM (+ 0 1,10 £ 0,09 0,33+0,31 | 0,21+0,19 0,04+0,00 3,22+0,28
buffer)
Control 0 0,99 £ 0,00 0,38 £ 0,00 - - -
sobrenadante

BM: bagazo de mandioca

Por otra parte, la hidrdlisis del bagazo de mandioca con el sobrenadante optimizado
de A. niger LBM 134 crecido en el mismo residuo, los valores obtenidos de azucares
reductores se calculd los porcentajes de sacarificacion luego de restar los valores
correspondientes a los controles. Los porcentajes de sacarificacion del bagazo de
mandioca hidrolizado con el sobrenadante optimizado y con las enzimas comerciales
fueron 61 y 40 %, respectivamente. Los azucares individuales cuantificados por HPLC
resultado de la hidrdlisis del bagazo de mandioca con el sobrenadante optimizado de A.
niger LBM 134 fueron: a glucosa (19 %), a celobiosa (3,94 %) y a xilosa (10,4 %). Con
respecto a la hidrdlisis realizada con las enzimas comerciales, los porcentajes de

conversién por HPLC a glucosa y celobiosa fueron 8,69 y 2,4 %, respectivamente.

5.7.4 Microscopia de electronica de barrido

Se evaluaron los cambios en la estructura de los bagazos de cafia de azlcar y de
mandioca mediante microfotografias tomadas con microscopio electrénico de barrido
(Figura 41). Para ello se fotografiaron las estructuras de ambos bagazos antes del
pretratamiento observandose las estructuras tipicas de ambos bagazos (Figuras 41 a 'y
41 b). Asimismo, se tomaron microfotografias de ambos residuos luego del tratamiento

alcalino con Na(OH) donde se distinguieron alteraciones del parénquima y de los vasos
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conductores en el bagazo de cafia de azlcar seiializadas con flechas roja y blanca,
respectivamente (Figura 41 c). En el bagazo de mandioca se distinguieron alteraciones
en los granulos de almidon (Figuras 41 d). Finalmente, se fotografiaron ambos bagazos
luego de los ensayos de hidrélisis con los sobrenadantes optimizados respectivos de A.
niger LBM 134. En la microfotografia del bagazo de cafia de azlcar se observé a las fibras
de celulosa laxas y desorganizadas indicando un incremento de la exposicién de dichas
fibras (Figura 41 e) mientras que, en el caso del bagazo de mandioca se observé una
estructura desorganizada sin la presencia de granulos de almidén caracteristicos de este
residuo. (Figura 41 f). Este hallazgo indicaria la liberacion de azlcares reductores
explicando los valores obtenidos en la determinacién por el método del DNS y por la
cuantificacion con HPLC. Ademads, se tomaron microfotografias de los bagazos

pretratados hidrolizados con las enzimas comerciales (Figuras 41 g-h).
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Figura 41. Microfotografias de los bagazos de cafia de azlcar y de mandioca utilizados en la
aplicacion de los sobrenadantes optimizados de A. niger LBM 134 crecidos en los mismos
residuos. a) Estructura particular del bagazo de cafia de azlcar sin tratar; b) estructura particular
del bagazo de mandioca sin tratar; c) bagazo de cafia de azucar tratado con solucién alcalina de
Na(OH) 0,85 % (p/v); d) bagazo de mandioca tratado con solucidn alcalina de Na(OH) 0,85 %
(p/v); e) bagazo de cafia de azlcar luego de ser pretratado e hidrolizado con el sobrenadante de
A. niger LBM 134 crecido en medio con bagazo de cafia de azlucar; f) bagazo de mandioca luego
de ser pretratado e hidrolizado con el sobrenadante de A. niger LBM 134 crecido en medio con
bagazo mandioca; g) bagazo de caia de azucar luego de ser pretratado e hidrolizado con
enzimas comerciales; h) bagazo de mandioca luego de ser pretratado e hidrolizado con enzimas
comerciales.
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6. DISCUSION

6.1 Aislamiento de hongos Aspergillus en Misiones y evaluacién de su capacidad

xilanolitica

La selva subtropical del noreste argentino se caracteriza por su asombrante
biodiversidad y dentro de este ambiente se puede aislar una gran cantidad de
organismos (Fonseca et al., 2010; Coniglio et al., 2017). Este trabajo se focalizé en la
busqueda de hongos del género Aspergillus ya que las especies de este género son
conocidas por ser buenas productoras de enzimas hidroliticas, entre ellas xilanasas
(Cuyvers et al., 2011; Goswami & Pathak, 2013). Ademas, es muy comun que diferentes
aislamientos de una misma especie puedan tener diferentes comportamientos, por ello
se hace necesario investigar nuevos aislamientos fungicos con el fin de encontrar
enzimas novedosas y explotarlas biotecnolégicamente (Fonseca et al., 2016; Chylenski
et al., 2017). Esta es una de las estrategias que se han aplicado para dar solucion a la
demanda de enzimas de alta performance con caracteristicas especificas para procesos

industriales (Bertrand et al., 2017).

Teniendo en cuenta que los hongos del género Aspergillus tienen un comportamiento
cosmopolita, se aislé6 microorganismos de materiales en pudricion y de suelo en
diferentes lugares naturales de Misiones, Argentina. Posteriormente, basdandose en sus
caracteristicas macro y microscépicas se seleccionaron aquellos aislamientos del género

Aspergillus.

En este trabajo se evalud la capacidad xilanolitica de los hongos Aspergillus aislados.
Teniendo en cuenta que dentro del complejo xilanolitico que involucra muchas enzimas
con diferentes especificidades, las EX y BXL juegan un papel fundamental en la
despolimerizacion del xilano en mondmeros de xilosa (Burlacu et al., 2016a; Menon &

Datta, 2017) se estudid la actividad EX y BXL en los 25 aislamientos de Aspergillus.

El uso de residuos agroindustriales como fuente de carbono e inductor de enzimas
hidroliticas como las EX y BXL es una opcidon muy interesante para reducir los costos de
produccién enzimdtica, ventaja que siempre se busca en un proceso industrial (Silva et
al, 2014; Florencio et al., 2016). El uso de bagazo de cafa de azucar fue atrayente ya que

se reportd como buen sustrato para la producciéon de enzimas xilanasas (Sales et al.,
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2011; Goswami & Pathak, 2013; Barchuk et al., 2016) por lo que se utilizé6 como Unica
fuente de carbono en este screening, reemplazando el xilano comercial que se utiliza
casi siempre en los estudios de screening para evaluar la capacidad xilanolitica de
diferentes microorganismos. En concordancia con la bibliografia, en este trabajo se
encontré que el bagazo de cafia de azucar soportd eficientemente el crecimiento de los

hongos evaluados y la produccién de proteinas con actividad EX y BXL.

Todos los aislamientos presentaron diferentes valores de actividad EX, aunque sus
perfiles de actividad enzimatica fueron similares. La mayoria de los aislamientos
fungicos mostré baja actividad EX los primeros cuatro dias de incubacion, aumentando
entre los dias seis y alcanzando el pico enzimatico maximo entre los dias diez y dieciséis;
luego mostraron una caida abrupta en su actividad EX debido quizas a la presencia de
proteinas proteoliticas en el medio de cultivo. Esto constituye un problema serio para el
mantenimiento de la estabilidad de cualquier enzima, en este caso, para las EX (Oliveira
et al., 2006). Algunos aislamientos de Aspergillus alcanzaron niveles altos de actividad
EX, incluso mayores a la actividad que presentd el control positivo externo utilizado en

este trabajo, T. atroviride LBM, un gran productor xilanolitico (Barchuk et al., 2016).

Ademads de la actividad EX, en este trabajo se determind la actividad BXL. Los
sustratos de las enzimas BXLs son los xilooligdmeros y moléculas de xilobiosa, ambos
resultados de la hidrdlisis del xilano (Shallom & Shoham, 2003). Por ello, es necesario la
accion previa de las EX para hidrolizar el xilano del bagazo de cafia de azlcar y obtener
asi los sustratos de las BXL. Contrariamente a las EXs, las cuales siempre son secretadas
al medio externo, las BXLs pueden ser extracelulares o estar unidas a la célula
dependiendo del microorganismo y del medio de cultivo (Knob et al., 2010). Los hongos
filamentosos producen BXL las cuales permanecen asociadas al micelio durante estadios
tempranos de crecimiento y se pueden liberar mas tarde al medio de cultivo ya sea por
secrecion verdadera o como resultado de una lisis celular (Knob et al., 2010). Por esta
razon, se determind la actividad BXL en dos instancias, el dia de mayor actividad EX y
dos dias posteriores sin distinguir diferencias significativas. Al igual que sucedié con la
actividad EX, los valores de la actividad BXL variaron entre los aislamientos, de
Aspergillus y no hubo relacién con los valores de actividad EX; es decir, que aislamientos

gue mostraron valores muy altos de actividad EX no siempre mostraron valores altos de
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actividad BXL. Estos resultados exponen la importancia de un estudio de screening antes
de elegir aquellos aislamientos promisorios para utilizarse en cualquier aplicacién

biotecnoldgica.

Durante el screening también se decidié determinar la actividad proteolitica debido
a que las actividades enzimaticas pueden verse afectadas por la coproduccion de
enzimas proteoliticas que tengan como blanco de accién las enzimas de interés, en
nuestro caso, las xilanasas (Oliveira et al., 2006). Ente estudié abarco el andlisis de la
actividad caseina-proteasa a pH neutro y gelatina-proteasa a pH acido en placas de
caseina de leche descremada y gelatina, respectivamente. La zona de hidrdlisis
producida en las placas de leche descremada puede relacionarse con la cantidad de
caseina-proteasas producidas por el hongo (Vijayaraghavan & Vincent, 2013). La técnica
de placas en gelatina se realizd para contemplar aquellas proteasas que actuan a pH
acido cercano a 5, debido a que la actividad EX y BXL es éptima en un rango de pH entre

4y 6 (Begetal, 2001; Burlacu et al., 2016a).

Las zonas de protedlisis se detectaron en ambas técnicas, tanto en los ensayos con
caseina como en los ensayos con gelatina. En el primer caso, los halos se detectaron mas
facilmente porque fueron nitidos y bien definidos. En el caso de la actividad gelatina-
proteasa, los halos resultaron difusos y complicados de fotografiar. Vijayaraghavan &
Vincent (2013) utilizaron el reactivo Bromocresol Green (BCG) en su trabajo de screening
de proteasas para visualizar aquellos halos de hidrdlisis angostos. Por lo que en este
trabajo se considerd utilizar el reactivo Bradford en el ensayo de placas de gelatina con
el objetivo de visualizar mejor las zonas difusas de los halos. El colorante Coomassie
presente en el reactivo Bradford se une a las moléculas de proteinas sin hidrolizar
(Bradford, 1976) coloreando esta area de un azul-celeste. En contraste, el colorante no
pudo unirse a las proteinas degradadas correspondientes a los halos de degradacién
guedando como zonas blancas distintivas. Esta metodologia para la deteccién de
enzimas gelatina-proteasas empleando el colorante Coomassie se reporta por primera
vez en este trabajo y demostrd ser una técnica util para mejorar la técnica de deteccion

de enzimas extracelulares proteoliticas.

Los sobrenadantes de todos los aislamientos presentaron actividad proteolitica en

los ensayos de caseina y gelatina mostrando diferentes halos de degradacién, indicando
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gue distintos aislamientos tienen comportamiento Unico lo que resalta nuevamente la
necesidad de buscar y evaluar nuevos hongos para encontrar enzimas novedosas.
También se observd que los sobrenadantes incubados a pH acido presentaron mayor
actividad proteolitica que cuando se incubaron a pH neutro. Pel et al. (2007) reportaron

gue en el hongo A. niger CBS 513.88 las enzimas proteasas son activas a pH bajos.

Con el fin de encontrar los aislamientos mas promisorios; es decir, aquellos con
mayor actividad EX y BXL y menor actividad proteolitica, estas actividades enzimaticas
se evaluaron mediante dos analisis multivariados, un PCA y un analisis de

conglomerados.

El PCA cuenta con dos graficos que ayudan a la mejor interpretaciéon de los
resultados; por un lado, un mapa de las observaciones (aislamientos) y cobmo estas se
sitian una respecto a otra en funcién de las variables; por otro lado, el grafico de las
variables muestra su influencia sobre las observaciones y su correlacion (Nilsson et al.,
2016; Bohacz, 2017). Los CP1 y CP2 explicaron el 72 % de la variabilidad total de los
resultados lo indicé que los CP representaron adecuadamente la relaciéon entre los
aislamientos y las variables (Balzarini et al., 2015). De este analisis se logré identificar
aquellos aislamientos con niveles similares de las actividades enzimaticas y
diferenciarlos de otros con niveles diferentes. Asimismo, se identificd que la actividad
EX registrada los dias 10, 12 y 14, la actividad BXL y las actividades proteoliticas fueron
las variables con mayor influencia sobre el posicionamiento de los aislamientos. Se
distinguieron grupos de aislamientos bien diferenciados de otros, sin embargo, para
discernir mejor todos los grupos formados se llevd a cabo un andlisis de conglomerados,
también llamado andlisis de conglomerados. Los aislamientos se clasificaron en seis
grupos homogéneos segun sus niveles de actividades enzimaticas. Los aislamientos LBM
055 y LBM 134 formaron un grupo debido a sus niveles altos de actividad xilanolitica y
niveles bajos de actividad proteolitica; por lo que estos dos son candidatos
prometedores para llevar a cabo una hidrdlisis eficiente del xilano presente en el bagazo

de cafia de azucar.

En este andlisis se formd otro grupo de aislamientos con actividades xilanolitica y
proteolitica altas, dificultado su aplicacién en la hidrdlisis del bagazo. Sin embargo, estos

pueden utilizarse con la adicién de inhibidores proteoliticos para preservar las enzimas
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xilanoliticas, aunque el costo de la produccion enzimatica aumentaria. Los aislamientos
de los grupos restantes no son muy promisorios para la aplicacidon que se pretende en
el presente trabajo ya que su actividad xilanolitica es menor y muchos presentan altos

niveles de actividad proteolitica.

A pesar de que hay varios estudios sobre screening de microorganismos con
capacidad xilanolitica (Burlacu et al., 2016b; da Silva Menezes et al., 2017; Dhiman &
Mukherjee, 2017), este trabajo demuestra lo importante de una investigacion
exploratoria multivariada para discriminar satisfactoriamente hongos productores de
enzimas xilanasas con nula o casi nula actividad proteolitica. Este screening sirvio para
encontrar los aislamientos LBM 055 y LBM 134 como los mejores respecto a la actividad

EX con actividad proteolitica casi nula.

6.2 Efecto de residuos lignoceluldsicos sobre la actividad EX de los aislamientos mas

promisorios

En cualquier regién donde la economia se basa en la industria agro-forestal, hay una
enorme coproduccién de residuos lignoceluldsicos. En general, estos residuos contienen
alrededor de 75 % de azucares polisacdridos (Van Dyk & Pletschke, 2012) y pueden
utilizarse para generar productos de valor agregado como enzimas. Este trabajo se
enfocd en la produccién de EX de los dos aislamientos mas promisorios resultantes del
screening, Aspergilus sp. LBM 055 y LBM 134, utilizando cuatro residuos lignocelulésicos
producidos en grandes cantidades en el noreste argentino: bagazo de cafia de azlcar,
bagazo de mandioca, aserrin de pino y aserrin de eucaliptus (Uasuf & Hilbert, 2012).
Pocos estudios reportaron la optimizacion de la actividad EX utilizando residuos
lignocelulésicos. Este trabajo estudia por primera vez el efecto del bagazo de mandioca
sobre la actividad EX en hongos Aspergillus bajo fermentacidon sumergida ya que esta
metodologia es el método mds utilizado para producir enzimas comerciales (MacCabe

etal., 2002).

El crecimiento de hongos y su produccidon enzimatica difiere segun la disponibilidad
de azlcares en el medio de cultivo. La expresidn de enzimas xilanasas y celulasas es una

respuesta dindmica al tipo y concentracion de los azlcares disponibles y raramente se
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expresa constitutivamente (Kumar & Naraian, 2019). Por este motivo es de suma
importancia estudiar diferentes fuentes de carbono involucradas para inducir la
produccidn de estas enzimas. Se han encontrado diversos inductores y represores de
factores de transcripcion producidos durante la degradacion de la biomasa
lignocelulésica que tienen efecto sobre las xilanasas y celulasas en hongos (Alazi & Ram,

2018).

Si bien los azucares simples como la glucosa sirven para que el hongo produzca
biomasa, su expresion de xilanasas y celulasas se reprime si en el medio de cultivo se
encuentran este tipo de azucares (Kumar & Naraian, 2019). Por otra parte, la expresién
de estas enzimas se induce cuando en el medio de cultivo se encuentran presentes los
azucares complejos. En el caso de las xilanasas, el xilano es el sustrato natural que induce
su expresion (Amore et al., 2013; Kumar & Naraian, 2019). El xilano difiere en cantidad
y composicién segun la fuente de origen del xilano. Las maderas duras como el aserrin
de eucaliptus tienen mas contenido de xilano y composicion de grupos acetilos que las
maderas suaves como el aserrin de pino las cuales contienen mas contenido de mananos
y lignina. Los residuos agroindustriales como los bagazos de cana de azucar y mandioca
contienen mayor contenido de xilano que las maderas duras (Beg et al., 2001; Van Dik
& Pletschke, 2012). Ademds de conocer la cantidad de xilano, también importa conocer
el tipo de xilano que se encuentran en los sustratos lignoceluldsicos que se utilizan como
fuentes de carbono. Los xilanos también difieren en base a la naturaleza de sus
sustituyentes. La complejidad de los xilanos crece desde xilanos lineales a altamente
sustituidos; los arabinoxilanos son los xilanos con menor cantidad de sustituyentes
facilitando su hidrdlisis (Motta et al., 2013; Burlacu et al., 2016a). Cerca 30 % de la
composicion del bagazo de caiia de azucar es arabinoxilano (Van Dik & Pletschke, 2012),
el xilano mds facil de hidrolizar, esto explicaria que los aislamientos LBM 055 y LBM 134
hayan producido mayor cantidad de enzimas EX cuando este bagazo fue el residuo
utilizado como fuente de carbono. Los productos de la degradacién del xilano, xilo-
oligosacaridos y xilosas) ingresan a la célula y activan la transcripciéon de genes de

xilanasas de expresion regulada (Khucharoenphaisan et al., 2010).

Ademas, el bagazo de caia de mandioca es muy rico en almidén (Pandey et al., 2000)

como lo demostré el analisis de caracterizacién de este trabajo, por lo que los
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microorganismos pueden atacar facilmente este bagazo sin ningun tratamiento previo.
Esto explica que los aislamientos LBM 055 y LBM 134 haya degrado este residuo con
mayor facilidad aumentando su biomasa (datos no mostrados) e inducido la produccidn

de celulasas y xilanasas (Schneider et al., 2016).

Entre los aserrines de eucaliptus y pino, los aislamientos LBM 055 y LBM 134
presentaron mayor actividad EX cuando crecieron con el aserrin de eucaliptus debido a
gue la composicion de xilano en el eucaliptus es mayor que en el pino (Barbosa et al.,
2018). Ademas, la presencia de grupos acetilo en el eucaliptus lo hace mas soluble en

agua y mas accesible para las enzimas EX.

Otra razon que justifica la diferencia de produccion de enzimas EX registrada en los
aislamientos LBM 055 y LBM 134 cuando crecieron en los distintos residuos es el indice
de recalcitrancia de los residuos lignoceluldsicos. El indice de recalcitrancia refleja el
grado de dificultad de degradar un sustrato; indices altos indican mayor dificultad de
degradacion (Wei et al., 2009; Van Dik & Pletschke, 2012). Las maderas suaves tienen
un indice de recalcitrancia de 0,87; las maderas duras, de 0,56; los residuos
agroindustriales, de 0,25 a 0,45 (Wei et al., 2009). Estos indices también explicarian que
los bagazos de cafa de azucar y mandioca fueran los residuos que mejor soportaron la

actividad EX en los aislamientos LBM 055y LBM 134.

6.3 Identificacion polifasica del aislamiento Aspergillus sp. LBM 134

Identificar especies de Aspergillus de la seccién Nigri no es una tarea facil por el gran
parecido fenotipico que existe entre ellos, lo que demanda emplear distintas
herramientas para identificarlos correctamente. En este trabajo se intenté identificar el
aislamiento Aspergillus sp. LBM 134 utilizando primeramente métodos moleculares y
bioinformaticos mediante la construccion de arboles. Tras la imposibilidad de realizar
una identificacién a nivel de especie mediante estos métodos basicos, se realizd una

identificacion polifasica la cual identificé al aislamiento LBM 134 como A. niger.

Dentro de la seccidn Nigri, A. niger se ubica en el clado A. niger junto con A.

welwitschiae (A. awamori sensu Perrone), A. lacticoffeatus y A. foetidus (subclado A.
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niger) y A. tubingencis, A. piperis, A. vadensis, A. costaricaencis, A. acidus y A. neoniger

(subclado A. tubigensis) (Varga et al., 2011; Samson et al., 2014).

Los arboles construidos mediante los métodos NJ y ML agruparon las especies tipo
CBS en los clados A. niger, A. carbonarius, A. heteromorphus, A. homomorphus y A.
aculeatus reflejando la filogenia para el grupo descripto por autores de referencia como
Varga et al. (2011) y Samson et al. (2014). En los arboles obtenidos se corroboré el
agrupamiento de las especies pertenecientes al subclado A. niger dentro del cual se
ubico el aislamiento LBM 134, verificando que este pertenece al subclado A. niger.
También, cabe destacar que emplear cepas tipo de la coleccion de renombre mundial
CBS, asegura que los arboles se hayan construido con secuencias verificadas (Fungaro et

al., 2017).

Por otro lado, utilizar la secuencia de ADN ribosdmico ITS, aceptado como cédigo de
barras de los hongos, no permite realizar una identificacion a nivel de especie entre
especies emparentadas muy cercanas, por lo que se recomienda emplear un segundo
marcador molecular. Segun Samson et al. (2014), utilizar Bt, CAM, Tef o RPB2 es esencial
para lograr una identificacion adecuada a nivel de especie. Los marcadores RPB2 y Tef
no son muy faciles de amplificar y sus secuencias no estan descriptas para todos los
Aspergillus en las bases de datos. Bt es mas facil de amplificar y casi todas las especies
de la seccion Nigri pueden ser identificados mediante este marcador, sin poder
discriminar entre las secuencias de Bt de A. niger y A. lacticoffeatus. Ademas, existe el
riesgo de amplificar genes paradlogos (Koonin, 2005) de BT debido a la variacion de
intrones del gen (Peterson, 2008; Hubka & Kolarik, 2012; Samson et al., 2014). Lo mismo
ocurre con CAM, sin embargo, la facilidad de amplificaciéon que posee y la capacidad que
tiene de distinguir entre todos las especies de Aspergillus, propicié posicionar a CAM

como segundo marcador temporal de Aspergillus (Samson et al., 2014).

Los arboles construidos con las secuencias concatenadas de ITS, CAM y Bt
permitieron separar a A. welwitschiae del grupo conformado por A. lacticoffeatus, A.
foetidus, A. niger y Aspergillus sp. LBM 134, descartando que el asilamiento LBM 134 se
tratase de A. welwitschiae. A. welwitschiae se considerd durante mucho tiempo
sinébnimo de A. niger, sin embargo, actualmente se acepta que ambas son especies

cripticas (Perrone et al., 2011) en proceso de especiacién y que para diferenciarlas es

132 |Pagina



DISCUSION

necesario utilizar mas de un marcador (Samson et al., 2014, von Hertwig et al., 2018).
Por otro lado, al igual que A. awamori y A. welwitschiae, la denominacién A. foetidus
estd en desuso y el nombre correcto que debe emplearse es A. niger (Samson et al.,

2004; Varga et al., 2011).

La especie A. lacticuffeatus, descripta por primera vez en 2004 por Frisvad y Samson,
se presenta en la lista de especies aceptadas del género Aspergillus presentada en 2014
por Samson et al. Sin embargo, estudios taxondmicos como el de Varga et al. (2011), de
Vries et al. (2017) y Vesth et al. (2018) y el de crecimiento y perfiles hidroliticos de Meijer
et al. (2011) consideran a A. lacticuffeatus sinénimo de A. niger. A su vez, un trabajo
realizado con cepas de A. lacticuffeatus aisladas de granos de café en Venezuela e
Indonesia (Frisvad & Samson, 2004) sugiere que probablemente se trate de una cepa

mutante de A. niger.

No hay duda de la utilidad que ofrecen las técnicas moleculares en la investigacion
cientifica basica y aplicada. No obstante, la controversia en cuanto a la taxonomia de
Aspergillus y géneros cercanos (como Penicillium), llevd a que se recomendara emplear
criterios diferentes que sumen a una identificacion mas precisa e inequivoca (Samson et
al., 2007; Silva et al.,, 2011). La informacién que ofrece el andlisis de marcadores
moleculares debe combinarse con perfiles de extrolitos, caracteres macro y micro
morfoldgicos y fisiolégicos a lo que se denomina una identificacion polifasica (Samson

etal., 2014).

La macro-morfologia del aislamiento LBM 134 se evalud en los medios MEA y CYA
como es recomendado por la Comisién Internacional de Penicillium y Aspergillus. En
estos medios, el aislamiento LBM 134 se desarrollé produciendo conidios negros y
marrén oscuro que coincide con los de A. niger (Abarca, 2000), y contrasta con los
conidios marrén claro que produce A. lacticoffeatus (Samson et al., 2004; Cabafes &
Bragulat, 2018), el color del reverso de las placas es color crema en las dos especies lo
gue coincide con el color que presentd el aislamiento. La comparacién del color de los
conidios permite afirmar que el aislamiento en estudio se trata de A. niger y no de A.
lacticoffeatus. Por otro lado, la producciéon de acidos evaluado en medio CREA fue

positiva y coincide con lo reportado para las dos especies (A. niger y A. lacticoffeatus)
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por lo que no aporta relevancia en la identificaciéon. Lo mismo ocurre con el resultado

negativo de la prueba del reactivo de Ehrlich para detectar acido ciclopiazdnico.

En cuanto a la micro-morfologia, A. niger presenta conidiéforos hialinos con estipites
mas largos que los conidiéforos naranjas de A. lacticoffeatus; la ornamentacion de los
conidios observados en el aislamiento LBM 134 es menos suave que los producidos por
A. lacticoffeatus (Frisvad & Samson, 2004). Nuevamente, las mediciones y observaciones
de la micro-morfologia obtenidas para el aislamiento LBM 134 se asemejan a los de A.
niger, lo que confirma que el aislamiento LBM 134 pertenece a la especie A. niger. Una
caracteristica muy interesante que se observo en el aislamiento LBM 134 es la formacién
de esclerocios. Los esclerocios son estructuras consideradas necesarias en hongos con
capacidad de reproducirse sexualmente y no hay trabajos que reporten que A.
lacticoffeatus produce este tipo de estructuras. En cambio, la formacion de esclerocios
en A. niger se cita en cultivos de CYA donde se adicionan partes de plantas como trozos

de frutas o arroz para inducir su formacioén (Frisvad et al., 2014).

Emplear software online para identificar especies permite verificar los resultados
obtenidos en el laboratorio al mismo tiempo que quita subjetividad a la hora de poner
peso a los criterios empleados en la identificacion. El servicio Polyphasic Identification
del Instituto de Biodiversidad Fungica Westerdijk permitié corroborar que LBM 134 se
trata de un aislamiento perteneciente a la especie A. niger. No obstante, la especie
arrojada por el software fue A. phoenisis, denominaciéon rechazada sobre la especie
conservada A. niger (Frisvad et al., 1990; Kozakiewicz et al., 1992). Este hecho recalca la
importancia de un analisis critico sobre las herramientas bioinformaticas que se

encuentran a disposicion.

6.4 Efecto de fuentes de nitrégeno y variables fisicas sobre la actividad EX de A. niger LBM

134

La produccion exitosa de enzimas hidroliticas en general en hongos filamentosos
requiere del estudio de la optimizacidén de varios factores como fuentes de carbono, de
nitrégeno, concentracién de inéculo y variables fisicas (Kappor et al., 2008; Izarra et al.,

2010). Por ello, en este trabajo se analizé cuan significativo fue la influencia de factores
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nutricionales como fuentes de nitrégeno y variables de incubacién sobre la actividad EX

de A. niger LBM 134.

Las fuentes de nitrégeno que fueron significativas sobre la actividad EX de A. niger
LBM 134 fueron la peptona, extracto de levadura vy tripteina bacterioldgica en el caso
del medio con bagazo de cafia de azucar. En el caso del medio con bagazo de mandioca,

las fuentes de nitrégenos significativas sobre la actividad EX fueron la urea y la peptona.

Se ha reportado que la peptona es una de las mejores fuentes de nitrégeno para la
produccion de xilanasas (Kappor et al., 2008). Ademas, la peptona y el extracto de
levadura proveen al hongo de aminodcidos y vitaminas que este utiliza para crecer e
inducir enzimas extracelulares como las EXs. Conjuntamente, estas fuentes de nitrogeno
liberan grupos NHs* los cuales estimulan el crecimiento fungico y el incremento del
rendimiento enzimatico ya que estos grupos NHs" tienden a inhibir proteasas
(Subramaniyan et al., 2001). La concentracion de estas fuentes de nitréogeno es también
importante porque la peptonay el extracto de levadura a concentraciones altas pueden
actuar como inductores de proteasas; en el caso de la peptona, en concentraciones
mayores a 20 gL y en el caso del extracto de levadura en concentraciones mayores a 5

gL (Subramaniyan et al., 2001; Gomaa et al., 2013; Abdelwahed et al., 2014)

La actividad EX de A. niger LBM 134 aumentd mediante la optimizaciéon de las fuentes
de nitrégeno correspondientes en ambos medios de cultivo. En el medio con bagazo de
cafia de azucar, la optimizacidn de las concentraciones de peptona, extracto de levadura
y tripteina bacteriolégica aumentd la actividad EX de 48,37 UmL'a 63,91 UmL™. En el
medio de bagazo de mandioca, la optimizacidn de las concentraciones de peptonay urea

aumento la actividad EX aumentd mas del doble, de 59,67 UmL* a 160,58 UmL™.

Ademas, la actividad EX de A. niger LBM 134 en medio con bagazo de caia de azlcar
aumenté el doble mediante la optimizacién de la concentracién del inéculo y de las
variables fisicas, de 63,91 UmL™' a 110 UmL™. El tamafio éptimo de bagazo de cafia de
azucar fue 40 mesh y el pH éptimo de incubacion fue 4,5 y 5,5; alcanzar en el medio un
pH 4,5 se requiere de la adicidon de un buffer. Por eso, se eligié el pH 5,5 para continuar
con los siguientes experimentos ya que no requiere de la adicién de ningun buffer. El pH
es una variable fisica que tiene importancia significativa sobre la produccidn enzimatica

y la bioconversion microbiana (Pardo & Forchiassin, 1999; Adav et al., 2010).

135|Pagina



DISCUSION

Trabajos anteriores han reportado una influencia significativa de la concentracién del
indculo inicial sobre la morfologia y la produccién de xilanasas en hongos del género
Aspergillus (lzarra et al., 2010). En el medio con bagazo de cafia de azucar, las
concentraciones de esporas 10°mL?!y 10’mL* influenciaron significativamente sobre la
actividad EX de A. niger LBM 134, por lo que se eligié 10°mL* por ser la menor
concentracion de esporas. La temperatura éptima de incubacién fue 24 °C en presencia

de luz, correspondiéndose a la temperatura a la cual se aislé A. niger LBM 134.

Contrariamente a lo sucedido con A. niger LBM 134 crecido en medio con bagazo de
cana de azucar, en el medio con bagazo de mandioca, la concentracién de inéculo y las
variables fisicas 6ptimas fueron las mismas de los experimentos anteriores. El tamafio
de particula de bagazo de mandioca fue 40 mesh, el pH éptimo de incubacion fue 5,5y
la concentracién dptima de esporas fue 10’mL™. La temperatura éptima de incubacidn
fue 28 °C en ausencia de luz. Si bien se encontraron diferencias respecto a las
condiciones fisicas de inoculacién e incubacion del hongo A. niger LBM 134 en los dos
medios optimizados, las condiciones éptimas estuvieron cercanas a la bibliografia (Sheth
et al.,, 2018). La temperatura y el pH de incubacién para una mayor produccion de
xilanasas se encuentran en un rango entre 25y 30 °Cy pH 3 a 6 (Bhardwaj et al., 2017).
La concentracién de inéculo 6ptima también se encuentra dentro del rango reportado
como oOptimo para la produccidon de enzimas hidroliticas como xilanasas y celulasas

(lzarra et al., 2010).

En este trabajo se evitd comparar los niveles de actividad EX entre diferentes cepas
de especies del género Aspergillus y otros hongos debido a la diferencia de las
condiciones de incubacién, componentes del medio de cultivo y residuos utilizados en
los distintos trabajos que se pueden encontrar en la bibliografia. También, la diferencia
de las condiciones de ensayo de la actividad EX de los trabajos encontrados dificulta una
comparacion directa entre los valores de actividad EX reportados en estos con los que

se reporta en el presente trabajo.

A partir del estudio de costo/beneficio se puede afirmar que producir EXs a partir de
A. niger LBM 134 incubado con los bagazos es 20 veces mas econdmico que producir
estas enzimas con xilano comercial. Ademas de formular dos medios de cultivo

eficientes y baratos para la produccidén de proteinas con actividad EX, se afiadid valor
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agregado a estos dos bagazos, de cafia de azlcar y de mandioca, generados por las

industrias del noreste argentino.

6.5 Caracterizacion de las enzimas con actividad EX en los sobrenadantes optimizados

Para obtener el rendimiento maximo de la actividad catalitica de las EX, es necesario
optimizar algunos parametros que influyen significativamente sobre esta como ser la

temperatura y el pH (Dhiman et al., 2008).

Toda enzima tiene una temperatura dptima de actuacién, por debajo o por encima
de esta temperatura, la enzima ralentiza su velocidad de reaccién enzimdtica. El
aumento en la velocidad de reaccidn se produce porque con temperaturas mas altas,
existen mas moléculas de sustrato con suficiente energia para reaccionar; la disminucién
de la velocidad de la reaccion es debida a la desnaturalizacion de la enzima (Lehninger
et al., 2006). La mayoria de las proteinas globulares se desnaturalizan por encima de los
60 a 70 °C, similar al comportamiento mostrado por las EX en ambos sobrenadantes
optimizados, donde la actividad fue 6ptima a 50 °C y por encima de esta temperatura,

la actividad EX decayd dramaticamente.

La actividad enzimatica también se regula por el pH del medio donde se encuentren
las enzimas. El pH éptimo o intervalo de pH de cada enzima es diferente y a variar, la
conformacion de la enzima también lo hace, produciéndose cambios en el estado de
ionizacion de grupos del sitio activo y puede llegar a ser no funcional (Lehninger et al.,

2006).

La actividad enzimatica de las EX en ambos sobrenadantes mostré una curva de
actuacién de “tipo pico”. Esto significa que las EX necesitan un control riguroso del pH
del medio donde se encuentran ya que el 100 % de su actividad se encuentra en un

pequeiio intervalo de pH, 4,8 a 5 (Lehninger et al., 2006).

El comportamiento de la EX en ambos sobrenadantes optimizados de A. niger LBM
134 fue de tipo mesdfilo, la actividad dptima resultd ocurridé a una temperatura media,
50 °C, y a pH cercano al neutro. Los hallazgos obtenidos en este trabajo estan en
concordancia con lo encontrado en varios trabajos de la bibliografia donde se reporta

que la catdlisis 6ptima de EX fungicas ocurre entre los 40 y 60 °C y en un rango de pH
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entre 4 y 7 (Wong et al., 1988; Kulkarni et al., 1999; Cuyvers et al., 2011; Diaz et al.,
2015; Cayetano-Cruz et al., 2016; Barchuk, 2017; Dhiman & Mukherjee, 2018).

Braun & Rodrigues (1993) observaron que en el hongo Erwinia chrysanthemi, la
actividad EX fue éptima a 55 °Cy pH 5,5. Fernandez-Espinar et al. (1994) observaron que
la actividad EX en el hongo A. nidulans presentd su catdlisis éptima a pH 6,0. En T.
longibrachiatum, la actividad EX fue maxima entre 45y 50 °C dentro de un rango de pH
entre 5 y 6 (Royer & Nakas, 1989; Chen et al., 1997). Souza-Querido et al. (2006)
observaron en el ascomiceto Penicillium expansum su actividad EX maxima a 40°C y pH
5,5. Abirami et al. (2011) encontraron la actividad EX 6ptima en Neurospora crassa a 37
°Cy pH 5,5. Diaz et al. (2015) hallaron que la actividad EX del basidiomicete Irpex lacteus
BAFC 1168 fue éptima a 43 °Cy pH 5,6. Barchuk (2017) reportd que la actividad EX de T.

atroviride LBM 117 fue 6ptima dentro de un rango entre 40y 60 °Cy a pH 4.

El pH y la temperatura afectan en gran medida a la estabilidad enzimatica, por lo que
su estudio es muy importante para lograr una aplicacién eficiente, en este caso, en la
hidrdlisis de residuos agroindustriales locales. Por este motivo es que en este trabajo se
evaluo el efecto de la temperatura y del pH sobre la estabilidad de la actividad EX de A.
niger LBM 134 a lo largo del tiempo. En ambos sobrenadantes optimizados, la actividad
EX fue estable, manteniéndose por encima del 50 % de la actividad residual luego de las
24 h a las temperaturas mas suaves, 4 y 30 °Cy a pH cercanos a la neutralidad, pH 5,6y
7. Sin embargo, a temperaturas mas altas, 40 y 50 °C, la actividad EX luego de las 24 h
caia por debajo del 50 % de la actividad residual. Se debe tener en cuenta que la
estabilidad enzimatica de las EX se evalud en el extracto enzimatico sin purificar. Por
tanto, el decaimiento de la estabilidad enzimatica podria no deberse Unicamente al
efecto de la temperatura sobre las EX, sino por la actuacién de otros factores presentes
en los sobrenadantes. Estos factores llamados inhibidores pueden disminuir o incluso
anular la velocidad de reaccién de la actividad enzimatica. Un ejemplo son enzimas con
actividad proteolitica llamadas comunmente proteasas, las cuales metabolizarian las
xilanasas, afectando la estabilidad enzimatica de las mismas (Kulkarni et al., 1999;
Oliveira et al., 2006). A pesar de haber elegido en un principio al aislamiento con la
menor actividad proteolitica, las proteasas pueden afectar significativamente la

estabilidad enzimatica de las enzimas dianas. Este hecho reitera la importancia de haber
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realizado un screening integral donde se evalud no solamente la actividad enzimatica
deseada sino también los factores que pudieran inhibirla como la presencia de

proteasas.

En la literatura se han descripto varios métodos para describir la deteccidon de
actividad EX en geles (Kluepfel et al., 1992; Barchuk et al., 2016). En este trabajo se
detectd la actividad EX de varias isoenzimas presentes en los sobrenadantes
optimizados de A. niger LBM 134 a través de la aparicién de bandas claras contra el rojo
brillante luego de tefiir geles de poliacrilamida con el colorante rojo Congo. Esta técnica
dio indicios de diferentes perfiles de actividad EX entre ambos sobrenadantes
optimizadosy entre estos y los sobrenadantes de los medios controles donde no se pudo

distinguir presencia alguna de isoenzima con actividad EX.

En ambos sobrenadantes pertenecientes al hongo crecido con los bagazos se pudo
detectar la presencia de tres isoenzimas con actividad EX. Estos perfiles de actividad EX
sugieren que cultivar a A. niger LBM 134 en los bagazos de cana de azlcar y de mandioca
sin ningun tratamiento previo produce un coctel enzimatico que aumenta la habilidad

de la degradacién de la hemicelulosa, particularmente del xilano.

Ademas, en los perfiles de actividad EX de los sobrenadantes que provenian de medio
conteniendo bagazo de mandioca se observd la presencia de isoenzimas con menor
movilidad electroforética. Estas bandas podrian corresponder a isoenzimas con
actividad EX, aunque en los analisis secretémicos no se detecté enzimas con actividad
EX de masa molecular semejante a lo observado en los geles de plata. Asimismo, estas
bandas podrian corresponder a isoenzimas con actividad EX de movilidad electroforética
mayor, pero con eventos de glicosilaciéon. Estos fendmenos de glicosilaciéon son
recurrentes en las EX y pueden modificar notablemente su peso molecular aparente y,

por lo tanto, su localizacién en los geles de poliacrilamida (Mura Escorche, 2016).

6.6 Caracterizacion de los cécteles enzimaticos de los sobrenadantes optimizados

Se sabe que la composicidon del secretoma de cualquier hongo filamentoso varia
segun las caracteristicas bioldgicas del organismo y cambia continuamente en respuesta

a las condiciones ambientales como por ejemplo crecer en diferentes biomasas
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lignocelulésicas (Lopes et al., 2018). Por otra parte, la biomasa lignocelulésica es la
mayor fuente de polisacdridos por lo que su degradacidon enzimdtica en azlcares
fermentables ha sido foco de estudio desde hace varios afios debido a su potencial uso
como una energia alternativa. Para llevar a cabo la bioconversion a azucares
fermentables de manera eficaz, es necesaria una bateria enzimdatica muy amplia. Los
hongos del género Aspergillus son reconocidos por producir una gran variedad de
enzimas extracelulares como las xilanasas, celulasas, pectinasas, amilasas, proteasas,
entre otras relacionadas a la degradacién de la biomasa (Tsang et al., 2009; Adav et al.,
2010; Sharma et al., 2011; Saykhedkar et al., 2012; Borin et al., 2015; Schneider et al.,
2016).

Sabiendo que el hongo con el que se trabajd en esta tesis pertenece a la especie A.
niger, en esta etapa del trabajo se focalizd en caracterizar las enzimas involucradas en
la biodegradacién de los componentes de la biomasa lignoceluldsica, particularmente
de los residuos utilizados en la optimizacion de los medios de cultivo, bagazos de cafia
de azucar y de mandioca ademas de caracterizar las EX producidas por A. niger en los

sobrenadantes optimizados.

El analisis en geles de proteinas totales secretadas mostrd diferencias en la cantidad
de proteinas, presentando mayor cantidad los sobrenadantes optimizados en un amplio
rango de masas moleculares. En ambos sobrenadantes optimizados se observaron
bandas correspondientes a las xilanasas identificadas en los respectivos secretomas, una
BXL de 20 kDa y dos EX de 25 y 35,5 kDa. También se observdé una banda que
corresponderia a una glucoamilasa de 68,3 kDa, aunque en mayor cantidad en el
sobrenadante de bagazo de mandioca demostrada con una tincién mas intensa en el gel
de plata. En los sobrenadantes de mandioca también se observé una banda
correspondiente a endo-1,3-B-glucosidasa de 46,3 kDa encontrada en el respectivo

secretoma.

Si bien no se distinguieron nitidamente mas proteinas en el gel, cuando se analizd las
proteinas secretadas en los secretomas del hongo crecido en los medios optimizados y
sus respectivos controles, el nimero de enzimas identificadas fue muy alto,
demostrando la especificidad y utilidad de esta técnica. La especie A. niger secreta

proteinas en grandes cantidades mediante transporte de proteinas via reticulo
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endoplasmatico, aparto de Golgiy vesiculas hacia membrana celular (Adav et al., 2010).
En los ultimos 10 afios se han reportado varios estudios de secretomas de A. niger en
medios sintéticos siendo necesario aun estudios secretémicos de este hongo y otros
crecidos solo con residuos lignocelulésicos como unica fuente de carbono para conocer
e identificar las enzimas involucradas en la bioconversidn de este tipo de sustratos (Adav
etal.,2010; Schneider et al., 2016). Este trabajo describe los secretomas de A. niger LBM
134 crecido en dos residuos lignocelulésicos como Unicas fuentes de carbono, bagazos
de cana de azucar y bagazo de mandioca, este ultimo reportado por primera vez en la

bibliografia.

Se identificaron en total 166 proteinas diferentes en los secretomas de A. niger LBM
134, tres de las cuales fueron intracelulares debido quizas a una lisis celular durante la
division celular o muerte celular al procesamiento de la muestra (Kersten & Kirk, 1987;
Adav et al., 2010). Las masas moleculares de la mayoria de las proteinas identificadas en
los cuatro secretomas se concentro entre los 25 kDa y 70 kDa y los puntos isoeléctricos,
entre 4y 5, coincidiendo con las masas moleculares y puntos isoeléctricos de las enzimas

hidroliticas (Adav et al., 2010).

Las enzimas que degradan la biomasa se clasifican en familias como las GH, CE y PL
(Lombard et al., 2014) que conjuntamente se llaman CAZy. Se tratan de enzimas que
actuan sobre carbohidratos, sobre los enlaces glicosidicos entre dos o mas carbohidratos
y entre un carbohidrato y un motivo no carbohidrato (www.cazy.org). Los hongos
filamentosos secretan grandes cantidades de CAZy solo en presencia de polisacaridos
vegetales sobre los que actuan especificamente (Adav et al., 2010). La mayoria de las
proteinas identificadas en los secretomas de A. niger LBM 134 crecido en los medios
optimizados con bagazo de cafia de azucar y de mandioca fueron enzimas CAZy,
sugiriendo que los genes relacionados a la bioconversidn se transcribieron durante el
cultivo del hongo. Estas enzimas fueron diferentes respecto al tipo y cantidad relativa
en los secretomas optimizados con los residuos agro-industriales lo que indica que la
expresion de las proteinas puede variar ampliamente segun las fuentes de carbono que

se encuentren en el medio de cultivo (Allen & Roche, 1989; Schneider et al., 2016).

Las enzimas CAZy secretadas por el hongo A. niger LBM 134 son importantes en

relacion a las estrategias de bioconversidn a bioetanol, identificandose celulasas,
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xilanasas, hemicelulasas, amilasas, pectinasas, entre otras. Las mismas fueron
representantes de 39 familias GH, 4 familias CE y 2 familias PL reflejando la diversidad
enzimatica del hongo estudiado. Esta diversidad se manifesté también segun el residuo
utilizado ya que se encontraron enzimas y cantidades diferentes en cada secretoma

analizado.

La caracterizacién de los secretomas de A. niger LBM 134 reveld que el bagazo de
cana de azucar indujo mas nimero y cantidad de proteinas con actividad xilanolitica y
mayor numero de enzimas hemiceluloliticas mientras que, el bagazo de mandioca indujo
mas cantidad de proteinas con actividad celulasa, amilasa y pectinasa. La mayor
cantidad de xilanasas en el secretoma del hongo crecido en bagazo de cafia de azlcar se
explica por la composicidn de este sustrato complejo llevado a cabo en este estudio. El
bagazo de cafia de azUcar contiene 10 % mas de xilano y hemicelulosa que el bagazo de
mandioca. Ademas, la parte mas hidrosoluble y accesible de la pared celular del bagazo
de cafia de azucar es el xilano, arabinoxilano en este caso (Borin et al., 2015). Por tanto,

el hongo secreta enzimas xilanasas apenas entra en contacto con este sustrato.

Asimismo, la mayor cantidad de celulasas y amilasas en el secretoma del hongo
crecido en bagazo de mandioca se explica con el 30 % de polimeros de glucosas mayor

respecto al bagazo de cafia de azlcar.

La actividad celulasa, EG, BGL y CBH, presentd niveles altos en ambos sobrenadantes
optimizados coincidiendo con los datos secretdomicos; particularmente, en los
sobrenadantes del medio optimizado con bagazo de mandioca donde los niveles de
celulasas son mayores, similar a los datos del secretoma del hongo crecido en este

medio optimizado.

Este perfil de actividad enzimdtica sugiere que cultivar a A. niger LBM 134 en bagazo
de mandioca sin ningun tratamiento previo produce un coctel enzimatico rico en
celulasas; lo que aumenta la habilidad de degradacion de la celulosa. Asimismo, la
identificacion de BGL pertenecientes a las familias GH 1, GH 3 y GH 5 en proporciones
altas es una caracteristica destacada del coctel enzimatico producido por A. niger LBM
134 ya que muchos cocteles enzimaticos comerciales, inclusive los del hongo T. reesei,
se suplementan necesariamente con enzimas BGL exdgenas para la hidrolisis de

sustratos complejos (Singhania et al., 2013).
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Una gran parte de este trabajo se enfocé en la optimizacidén de xilanasas a partir de
A. niger LBM 134, en esta parte del estudio se confirmé dicha optimizacion ya que se
identificé grandes cantidades de xilanasas, EX y BXL, tanto a partir de los datos
secretémicos como de sus actividades enzimaticas determinadas en los sobrenadantes
optimizados con bagazo de cafa de azucar y de mandioca. Particularmente, en el
secretoma del hongo crecido en bagazo de cafa de azlcar se identific6 en mayor
cantidad una EX que actua sobre la cadena principal del xilano perteneciente a la familia
GH 10 y BXLs de la familia GH 3; datos que se corroboraron con los altos niveles de
actividad EX y BXL y que demostraron la excelente performance xilanolitica de A. niger

LBM 134.

La alta heterogeneidad del xilano demanda enzimas accesorias para su completa
hidrdlisis, estas son las a-L-arabinofuranosidasas, B-glucuronidasas, acetil esterasas y
feruloil esterasas (Knob et al., 2010; Gong et al., 2013; Kumar & Naraian, 2019). Todas
estas enzimas se encontraron en el secretoma del hongo crecido en bagazo de cana de
azucar en altas proporciones: a-L-arabinofuranosidasa de la familia GH 62, feruloil
esterasas de la familia CE 1, esterasas de la familia CE 5 y B-glucuronidasas de la familia
GH 79. La completa degradacion del arabinoxilano (caracteristico del bagazo de cafia de
azucar) requiere de la presencia de a-L-arabinofuranosidasas, enzimas que se
identificaron en altas cantidades en el secretoma de A. niger LBM 134 crecido en este
bagazo. El rol clave de estas enzimas se da en la hidrdlisis de los enlaces covalentes entre

la arabinosa y la xilosa (Andlar et al., 2018).

El analisis de este secretoma concuerda con lo hallado en la bibliografia donde se
reporta a A. niger como productor de feruloil esterasas (EC 3.1.1.73) que pertenecen a
las hidrolasas éster carboxilicos y son capaces de hidrolizar uniones ferulicas en las
paredes celulares de las plantas, facilitando el acceso de las enzimas que degradan

encargadas de degradar el esqueleto principal carbonado (Adav et al., 2010).

Otras xilanasas identificadas en los secretomas fueron enzimas con actividad a-L-
arabinofuranosidasa y B-xilosidasa pertenecientes a la familia GH 43, al contar con
dominios cataliticos diferentes se las categorizan como enzimas multifuncionales (Borin

et al., 2015). Estas enzimas ademas de degradar eficientemente al xilano, componente
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principal de la hemicelulosa, ayudan a disminuir la recalcitrancia de la biomasa del

material lignoceluldsico (Schneider et al., 2016).

Si bien en ambos secretomas se identificd xilanasas, en el proveniente de bagazo de
cana de azucar, las proporciones fueron mucho mayores, la EX de la familia GH 10 se
encontré en una cantidad 250 veces mayor que en el secretoma del bagazo de
mandioca. Sin embargo, este dato en particular no se confirma del todo con la validacion
del secretoma. Esto se puede deber a que los mecanismos de regulacidon de la
transcripcién de las xilanasas son diversos seguin el tipo de estimulos. Asi, esta
regulacidon puede ocurrir a nivel transcripcional, de estabilidad del mensajero o de la
proteina, por lo que se puede obtener niveles altos de actividad EX en condiciones no
inductoras y niveles bajos de actividad EX bajo condiciones inductoras (Alazi & Ram,

2018).

La hemicelulosa es un heteropolimero muy complejo compuesto por monémeros de
glucosa, xilosa, manosa, galactosa, ramnosa, arabinosa y azUcares 4acidos,
encontrandose en la biomasa en un porcentaje de alrededor del 25-35 % (Adav et al.,
2010). La hemicelulosa actiia como una barrera fisica, al igual que la lignina, protegiendo
la celulosa de la hidrdlisis enzimatica; sin embargo, esta barrera se puede romper a
través de la accion sinérgica de cocteles enzimaticos ricos en enzimas hemicelulasas
(Prior & Day, 2008; Marx et al., 2013). En los secretomas de A. niger LBM 134 crecido en
medios optimizados se observd una sobreexpresidon significativa de enzimas
hemicelulasas pertenecientes a las familias GH 3, GH 29 (a-fucosidasas), GH 36 (a-
galactosidasas), GH 55 (exo-B-1,3-glucosidasa), GH 27 (B-galactosidasas), GH 53 (endo-
galactanasa), GH 67 (a-glucuronidasa) GH 76 (hemicelulasas) y GH 81 (endo-a-1,3-
glucanasa) y GH 92 (manosidasas). Estos resultados exponen la capacidad degradativa

de A. niger LBM 134 sobre la hemicelulosa.

Al actuar, las hemicelulasas de A. niger LBM 134 no sélo degradan la hemicelulosa,
sino también facilitan el acceso a la pectina y a la celulosa debido a que la hemicelulosa
se encuentra en las paredes celulares vegetales protegiendo y formando puentes con la
pectina y la celulosa. La pectina es un heteropolimero complejo de
homogalacturonanos, xilogalacturonanos y ramnogalacturonanos; constituye la [dmina

media de la pared celular primaria de las plantas y es el tercer polisacarido principal de
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las paredes celulares vegetales, constituyendo entre el 30 y 35 % de estas (Adav et al.,
2010), constituyendo una fuente de carbono importante para hongos y bacterias. En la
bibliografia se reporta al hongo A. niger como un excelente productor de pectinasas
(Tsang et al., 2009) y en los secretomas provenientes del hongo A. niger LBM 134 se
identificaron enzimas que depolimerizan la pectina, aunque en mucho mayor
proporciéon en el secretoma del hongo crecido en bagazo de mandioca. Entre las
pectinasas identificadas se encontraron ramno-galacturonasas, galacturonosidasas vy
endo- y exo-poligalacturonasas clasificadas dentro de la familia GH 28. La maquinaria
pectinolitica de A. niger LBM 134 se completd con la identificacién de las siguientes
enzimas: ramnogalacturonil hidrolasa de la familia PL 1 y PL 4, ramnogalacturonil
hidrolasa de la familia GH 78 que hidrolizan el esqueleto de la pectina (Adav et al., 2010),
pectin-esterasas de la familia CE 8 y CE 13. Esta sobreexpresién de pectinasas se
confirma con la actividad pectinasa superior en los sobrenadantes del medio con bagazo
de mandioca, indicando que el bagazo de mandioca contiene alto contenido de pectina

la cual puede luego convertirse en azucares solubles y finalmente fermentarse a etanol.

Otras enzimas que se encontraron en altas proporciones en los secretomas del hongo
crecido en los medios optimizados fueron las amilasas. Estas enzimas hidrolizan
polisacaridos como el almidédn rompiendo sus enlaces internos a-1,4-glucosidicos. La
mandioca es muy rica en almidén (Avwioroko et al., 2018) lo que explica que las amilasas
se encontraran en mayor cantidad en el secretoma de A. niger LBM 134 crecido en
bagazo de mandioca, particularmente las amilasas de la familia GH 13. Ademas, el alto
porcentaje de glucanos que se caracterizé en el bagazo de mandioca en este trabajo
(seccion 5.7.1) explica la elevada cantidad de enzimas celulasas y amilasas identificadas

en el secretoma del hongo crecido en este residuo (bagazo de mandioca).

Otras amilasas encontradas en mayor proporcion en el secretoma del hongo crecido
en bagazo de mandioca fueron las glucoamilasas de la familia GH 15, las cuales degradan
de manera sucesiva los residuos de a-glucosa terminales y las a-glucosidasas de la

familia GH 31.

La lignina es otro componente importante de la biomasa cuya biodegradacién es un
proceso oxidativo llevado a cabo principalmente por enzimas oxidasas y peroxidasas

(oxidorreductasas) las cuales generan radicales libres reactivos y no especificos
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(Lancefield et al., 2018). Aunque es poco comun encontrar enzimas involucradas en la
degradacion de la lignina en ascomicetes (Schneider et al., 2016), en los secretomas de
A. niger LBM 134 crecido en los bagazos se identificod la presencia de isoamilo alcohol
oxidasas (Ferreira et al., 2009), metal oxidasas, superdxido dismutasas (Barr & Aust,
1994), dinucledtido adenina-flavina oxidorreductasas (FAD, del inglés flavin adenine
dinucleotide) y oxidasas multicobre. Asimismo, se detectd la presencia de la enzima
sulfhidril oxidasa la cual pertenece a la familia de las oxidorreductasas y tiene el
potencial de generar perdxido de hidrégeno (Nivala et al., 2017). También se detectaron
catalasas, peroxidasas y lacasas, sugiriendo que A. niger LBM 134 es capaz de degradar
la lignina, una caracteristica evolutiva del hongo (Schneider et al., 2016). La mayor
cantidad de estas enzimas se encontré en los secretomas controles de los medios con
bagazo de cana de azucar y de mandioca. Esta manifestacion es otro indicio de que los
medios con bagazo de cafia de azucar y de mandioca se optimizaron eficazmente para

la produccion de enzimas hidroliticas, particularmente, xilanasas.

Enzimas que actian en el metabolismo y transporte de los lipidos, las lipasas, se
identificaron en bajas cantidades en ambos secretomas del hongo crecido en los medios
optimizados y en el secretoma control del bagazo de cafia de azucar. A diferencia del
bagazo de cafia de azlcar, en la bibliografia se reporta que el bagazo de mandioca
contiene lipidos en bajas proporciones (Pandey et al., 2000; Ayetigbo et al., 2018) y una
alta produccidn de lipasas en hongos del género Aspergillus. Sin embargo, en los trabajos
de produccién de lipasas por especies de Aspergillus, se describen otros sustratos y/o
residuos empleados para la produccidon enzimdtica como aceite de cocina residual,
aceite de oliva, aceite y granos de soja, suero de queso, leche, maiz, glicerol crudo entre

otros (Jain & Naik, 2018; Regner et al., 2019).

Proteasas y peptidasas se encontraron en los cuatro secretomas estudiados de A
niger LBM 134. El genoma de A. niger codifica para 198 proteinas involucradas en la
degradacion proteolitica incluyendo 9 aspartil endoproteasas, 10 serina carboxi-
peptidasas y 9 peptidasas di- y tri-peptidil-amino (Pel et al., 2007). De estas, las
aminopeptidasas como la serina carboxi-peptidasa, aspergilopepsina, tripeptidyl-
peptidasa, endopeptidasa aspartica, aminopeptidasa C y serina proteasa autofagica

fueron identificadas, aunque su frecuencia fue mayor en el secretoma control del medio
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de bagazo de mandioca representando el tercio de este secretoma. Las proteasas
afectan la estabilidad enzimatica de todas las proteinas (Oliveira et al., 2006). Por tanto,
la frecuencia menor de proteasas en los medios optimizados fue un factor importante

resultante de la optimizacion.

Los analisis protedmicos han contribuido a entender el papel de las enzimas en la
degradacion lignocelulésica y dilucidar el set completo de enzimas necesarias y sus
interacciones para que la biodegradacion sea un proceso eficiente. La extraordinaria
cantidad de enzimas xilanasas, hemicelulasas, celulasas, amilasas y pectinasas
secretadas por el hongo A. niger LBM 134 (conjunto los niveles de estas actividades
enzimaticas indicando la verosimilitud de los datos obtenidos por andlisis secretdomicos)
manifiestan el gran potencial que tiene este hongo para bioconvertir completamente
los polisacaridos de residuos lignoceluldsicos en azucares fermentables para la posterior

obtencién de bioetanol 2G.

En la produccién de bioetanol, el costo de las enzimas es uno de los inconvenientes
mas grandes para llevar este proceso a escalas industriales; el costo de los sustratos para
la produccién enzimatica puede repercutir significativamente sobre este valor. De este
modo, la informacién que se desprende de este trabajo es relevante: producir altos
niveles de enzimas hidroliticas utilizando sustratos de bajo costo como los bagazos
provenientes de las agroindustrias locales lo que otorga ademas valor agregado a estos

residuos.

6.7. Hidrdlisis de los bagazos de cafia de azucar y de mandioca aplicando los sobrenadantes

optimizados de A. niger LBM 134

En esta tesis se ensayd la hidrdlisis de dos residuos provenientes de la agroindustria
de Misiones, bagazo de cafia de azlcar y bagazo de mandioca, pretratados con solucién
alcalina suave utilizando los cdcteles enzimaticos de los sobrenadantes optimizados de
A. niger LBM 134. El éxito de este tipo de pretratamiento sobre la cantidad de celulosa
y hemicelulosa disponible en el bagazo de cana ya se probd por el grupo de trabajo

(Castrillo 2015; Rodriguez et al., 2017). En la mandioca también ocurre lo mismo con
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este tipo de tratamiento, resultando en un incremento de 38,4 % a 56,5 % en celulosa,

de 7,2% a 12,6% en hemicelulosa (Mufioz-Mufioz et al., 2014).

La hidrdlisis efectiva de la holocelulosa sucede cuando las enzimas acceden a esta
fraccion lo que demanda un tratamiento previo del material para remover toda la lignina
o parte de esta. Diferentes pretratamientos se han investigado desde hace varios afios;
desde fisicos, quimicos, una combinacion de ambos y algunos mas sofisticados,
dependiendo del material lignoceluldsico a hidrolizar (Chylenski et al., 2017). El
pretratamiento utilizado en esta tesis se eligié en base a trabajos previos llevados a cabo

por el grupo de investigacién del INBIOMIS (Castrillo, 2015; Rodriguez et al., 2017).

Respecto a la hidrdlisis, los sobrenadantes se aplicaron sobre los residuos pretratados
directamente ya que hay claros indicios de que existen proteinas con funcién audn
desconocida que pueden contribuir a la hidrélisis de la holocelulosa. Por este motivo, en
los ultimos afos, las investigaciones se han focalizado en la optimizacion de cdcteles
enzimaticos, en lugar de utilizar enzimas individuales que poseen una actividad
hidrolitica limitada en comparacion con el efecto sinérgico de los cocteles (Van Dik &
Pletschke, 2012; Kallioinen et al., 2014; Chylenski et al., 2017; Coniglio, 2017; Lopes et
al., 2018). Ademas, utilizar sobrenadantes sin purificar significa una reduccion en los
costos de la aplicacion biotecnoldgica (Coniglio, 2017) lo que implica que el proceso
global de produccién de bioetanol sea mas rentable. Este céctel enzimatico debe contar
con enzimas que posean diferentes especificidades y modos de accidon sobre los
diferentes componentes de la holocelulosa con el fin de llevar a cabo su degradacién

con éxito.

En primera instancia, en el presente trabajo se conocian los niveles de actividad EX,
BXL, FPasa, EG, BGL, CBH, amilasa y pectinasa de ambos sobrenadantes optimizados
provenientes de A. niger LBM 134. Las unidades determinadas de cada actividad
enzimatica fueron suficientes para iniciar los ensayos de hidrélisis de los residuos
agroindustriales pretratados. De igual manera, se determind la estabilidad enzimatica
de las EX, BXL, FPasa y BGL en funcién de las condiciones de temperatura y pH a utilizarse
durante la hidrélisis ya que estas enzimas son las mas influyentes en la hidrélisis (Lopes
et al., 2018). Se verificd que estas actividades enzimaticas sean estables a 30 °Cy pH 5

para iniciar los ensayos de hidrélisis bajo estas condiciones durante 24 h. Cabe resaltar
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gue los ensayos de hidrdlisis se llevaron a cabo sin la adiciéon de ningln antibidtico con

el fin de no sumar costo al bioproceso.

De los ensayos de hidrdlisis con los sobrenadantes optimizados, se obtuvieron
valores de porcentaje de sacarificacion del 59y 61 % para los bagazos de caiia de azucar
y de mandioca, respectivamente; en contraposicion con los porcentajes 47 y 40 %
obtenidos para ambos bagazos hidrolizados con enzimas comerciales. A su vez, se logrd
cuantificar los azicares monoméricos resultantes de la hidrdlisis de ambos residuos con
los sobrenadantes de A. niger LBM 134. La suma de los porcentajes de conversién a
glucosa (26,32 %) y xilosa (51,7 %) fue ligeramente mayor al porcentaje de sacarificacion
de la biomasa para el bagazo de cafia de azucar. En el caso del bagazo de mandioca, la
suma de porcentajes de conversidon a glucosa (19 %) y xilosa (10,4 %) fue menor al

porcentaje de sacarificacion de la biomasa.

Los porcentajes de conversidon en azucares fermentables confirmaron buena
actividad hidrolitica de los cocteles enzimaticos de A. niger LBM 134 sobre la celulosa y
hemicelulosa, liberando celobiosa, glucosa, xilosa y arabinosa que luego pueden
fermentarse. Los porcentajes de conversidn indicaron titulos suficientes de las enzimas
encargadas de degradar a estos azlcares monoméricos. Particularmente, en el caso del
bagazo de cafia de azlcar, se observd un porcentaje alto de conversion a xilosa,

indicando niveles de actividad EX y BXL suficientes para realizar dicha conversién.

Con respecto a la conversién de glucosa, varios estudios describen una produccién
limitada de BGLs para la mayoria de los hongos filamentosos, incluyendo T. reesei, en
los cuales deben utilizar BGLs comerciales para subsanar tal deficiencia (Singhania et al.,
2016; Lopes et al., 2018). En el presente estudio, el porcentaje de conversion de glucosa
pudo comproba que los cdcteles optimizados de A. niger LBM 134 cuentan con

suficiente actividad BGL para llevar a cabo la degradacién celuldsica a glucosa.

En lo que concierne a los ensayos de hidrdlisis llevados a cabo con enzimas
comerciales, se observd una mejor actuacién hidrolitica de las enzimas comerciales
sobre el bagazo de cafa de azlcar en comparacidon con la hidrdlisis del bagazo de
mandioca. Ello podria deberse a la falta de enzimas amilasas en los cécteles comerciales
para degradar el almiddn del bagazo de mandioca. En contraposicion, los sobrenadantes

de A. niger LBM 134 crecido en bagazo de mandioca hidrolizaron en mayor medida este
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bagazo. Esto demuestra que los cdcteles enzimaticos de A. niger LBM 134 son éptimos

para la hidrdlisis del bagazo de mandioca.

Conrespecto al hidrolizado de bagazo de mandioca, Pandey et al. (2000) propuso que
es un buen sustrato para producir bio-productos con valor agregado como enzimas
microbianas hidroliticas especialmente flngicas, y que este es un campo que todavia no
estd muy explorado y ain menos explotado. Ademas, el bagazo de mandioca posee la
ventaja de poder hidrolizarse sin ningun tratamiento previo debido a que no contiene
alto contenido de lignina en comparacién a otros residuos agroindustriales como el

bagazo de cafia de azucar, por ejemplo (Bayitse et al., 2015).

Los altos porcentajes de sacarificacion y de hidrélisis del bagazo de cafia de azucar
con los cécteles enzimaticos de A. niger LBM 134, al igual que la mejor actuacién de
estos sobre el bagazo de mandioca demuestran lo éptimo de producir dichos cécteles
utilizando los residuos que luego seran hidrolizados. Este tipo de produccién vy
optimizacion enzimatica teniendo en cuenta el residuo a hidrolizar fue crucial para lograr
una bioconversidén eficiente, ya que cada sustrato tiene caracteristicas particulares que
demandan enzimas diferentes para su completa degradacién (Lopes et al., 2018). La
conversion de los residuos utilizando los cocteles enzimaticos de A. niger LBM 134 a
azucares monoméricos permitird continuar con la etapa de fermentacién de estos

ultimos a bioetanol 2G.
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7. CONCLUSIONES

El cepario del Instituto de Biotecnologia Misiones se enriquecié con 12 nuevos
aislamientos de hongos pertenecientes al género Aspergillus de zonas naturales de
Misiones. La capacidad xilanolitica y proteolitica de 25 aislamientos de Aspergillus se
estudié mediante ensayos sencillos, eficientes y econdmicos utilizandose bagazo de
cana de azucar como medio de bajo costo para aprovecharlo como fuente de carbono y

sustrato inductor de las enzimas EX y BXL.

Se encontré que la metodologia empleada para la deteccién de enzimas gelatina-
proteasas utilizando el colorante Coomassie, demostré ser una técnica util para mejorar
la deteccion de enzimas proteoliticas fungicas extracelulares y se reportd por primera

vez en este trabajo.

Las pruebas realizadas en medio suplementado con bagazo de cana de azucar
mostraron que los aislamientos LBM 055 y LBM 134 fueron los mas promisorios con los
niveles mas altos de actividad EX y BXL con actividad proteolitica casi nula, por lo que se

seleccionaron para continuar con el estudio utilizando cuatro sustratos lignoceluldsicos.

Ambos aislamientos seleccionados presentaron mayor actividad EX cuando crecieron
con bagazo de cafia de azlucar y de mandioca; siendo LBM 134 el aislamiento
seleccionado para continuar los estudios por presentar los mayores niveles de EX. El
mismo produjo 59,67 + 0,08 UmL™ de EX cuando crecié con 15 gL bagazo de cafia de
azUcar y agitacién; cuando crecié con 40 gL' de bagazo de mandioca sin agitacion

produjo 48,37 + 1,17 UmL™.

La identificacidn polifasica permitid identificar el aislamiento LBM 134 como A. niger
de manera contundente, superando las limitaciones presentadas cuando se utilizé

Unicamente herramientas de biologia molecular y bioinformatica.

La actividad EX de A. niger LBM 134 dependié en gran medida de las fuentes de
nitrégeno presentes en el medio de cultivo y sus concentraciones, asi como de las

condiciones de incubacion.

En el medio con bagazo de cafia de aztcar (40 mesh), inoculado con 10° esporas mL°

1 del hongo, se logré el nivel maximo de EX, 110 UmL™, cuando se suplementé con 2 gL

152 |Pagina



CONCLUSIONES

! peptona, 2 gL ! extracto de levaduray 0,5 gL tripteina bacterioldgica y se incubd a pH

4,5,24 °C, 100 rpm en presencia de luz.

En medio con bagazo de mandioca (40 mesh), inoculado con 107 esporas mL?, el nivel
de EX fue maximo, 158,48 UmL?, cuando se suplementd con 2,19 gLt urea y 2,84 gL

!peptona, incubado a pH 5,5, 28 °C en condiciones estaticas sin luz.

La produccion de enzimas EXs en ambos medios de cultivo con bagazo de cafia de
azucar y de mandioca fue 20 veces mas econdmica que la produccién de estas enzimas

en medio con xilano comercial.

Se identificaron 166 proteinas en los secretomas estudiados del hongo A. niger LBM
134, siendo mayor la cantidad en los secretomas optimizados con los bagazos; mas del
50 % de las proteinas son del sistema CAZy. Se identificaron BGL pertenecientes a las
familias GH 1, GH 3 y GH 5 en proporciones altas lo cual es una caracteristica deseada
en muchos los cécteles enzimaticos inclusive en los comerciales ya que estos se
suplementan necesariamente con enzimas BGL exdégenas para la hidrolisis de sustratos

complejos.

Los secretomas de A. niger LBM 134 presentaron una expresion diferencial de las
enzimas implicadas en degradar los componentes carbonados de la pared celular
vegetal. El medio optimizado con bagazo de cafa de azucar incrementé la cantidad de
xilanasas secretadas; mientras que, el medio optimizado con bagazo de mandioca
produjo celulasas, amilasas y pectinasas en mayor abundancia. Estos hallazgos junto con
la validacion de las actividades del coctel enzimdtico confirman la capacidad de

bioconversién de A. niger LBM 134 sobre los residuos agroindustriales estudiados.

Se logré de manera eficiente la bioconversién de los bagazos de cafia de azlcar y de
mandioca mediante la aplicacién de cdcteles enzimaticos de A. niger LBM 134
optimizados con los respectivos residuos, alcanzandose porcentajes adecuados de

sacarificacién y de hidrdlisis.
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9. ANEXOS

Anexo 1. Lista de especies y numeros de acceso del GenBank utilizados para la construccion de
los arboles con las secuencias concatenadas de ITS-Bt-CMD.

Especie Nombre Tipo ITS Bt CAM

A. acidus CBS 564.65 AJ280009 AY585533 AY585533

A. aculeatinus CBS 121060 EU159211 EU159220 EU159241
A. aculeatus CBS 172.66 AJ279988 AY585540 AJ964877

A. awamori CBS 557.65 AMO087614 AY820001 AJ964874

A. brasiliensis CBS 101740 AJ280010 AY820006 AM295175
A. carbonarius CBS 111.26 DQ900605 AY585532 AJ964873
A. coreanus CBS 119384 F1491684 FJ491693 FJ4916702

A. costaricaensis CBS 115574 DQ900602 AY820014 EU163268
A. ellipticus CBS 707.79 AJ280014 AY585530 AM117809

A. eucalypticola CBS 122712 EU482439 EU482435 EU482433
A. fijiensis CBS 119.49 FJ491679 FJ491689 FJ491701

A. fijiensis CBS 313.89 FJ491680 FJ491688 FJ491695

A. foetidus CBS 121.28 FJ491683 FJ491690 F1491694

A. foetidus CBS 114.49 EF661187 EF661090 EF661155

A. heteromorphus CBS 117.55 AJ280013 AY585529 AM421461
A. foetidus CBS 114.49 EF661187 EF661090 EF661155

A. heteromorphus CBS 117.55 AJ280013 AY585529 AM421461
A. homomorphus CBS 101889 EF166063 AY820015 AM887865
A. ibericus CBS 121593 AY656625 AM419748 AJ971805

A. indologenus CBS 114.80 AJ280005 AY585539 AM419750
A. japonicus CBS 114.51 AJ279985 AY585542 AJ964875

A. lacticoffeatus CBS 101883 DQY00604 AY819998 EU163270
A. neoniger CBS 115657 FJ491681 FJ491692 FJ491699

A. neoniger CBS 115656 FJ491682 FJ491691 FJ491700

A. niger CBS 554.65 AJ223852 AY585536 AJ964872

A. piperis CBS 112811 DQY00603 AY820013 EU163267

A. sclerotiicarbonarius CBS 121057 EU159216 EU159229 EU159235
A. saccharolyticus CBS 127449 HM853552 HM853553 HM853554
A. sclerotioniger CBS 115572 DQS00606 AY819996 EU163271
A. tubingensis CBS 134.48 AJ223853 AY820007 AJ964876
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Anexo 1. (continua)

Especie Nombre Tipo ITS Bt CAM
A. uvarum CBS 121591 AM745751 AM745751 AM745755
A. vadensis CBS 113365 AY585549 AY585531 EU163269
A. violaceofuscus CBS 115571 EU482440 EU482434 EU482432
A. violaceofuscus CBS 123.27 FJ491678 F1491685 F1491698
A. violaceofuscus mut. CBS 122.35 FJ491676 F1491687 F1491696
Grisea
A. violaceofuscus CBS 102.23 Fl491677 FJ1491686 F1491697
Grupo externo
A. flavus CBS 100927 KJ175414 AY819992 EF202063
Anexo 2. Andlisis de la varianza para la actividad EX de cada aislamiento fungico.
Fuente SC GL c™M valor F valor P
LBM 041
Inter-grupos 4,08899E8 9 4,54332E7 3,95 0,0217
Intra-grupos 1,15092E8 10 1,15092E7
Total (Corr.) 5,23991E8 19
LBM 043
Inter-grupos 8,36335E8 9 9,29261E7 27,18 0,0000
Intra-grupos 3,41866E7 10 3,41866E6
Total (Corr.) 8,70522E8 19
LBM 046
Inter-grupos 1,30502E8 9 1,45002E7 17,22 0,0001
Intra-grupos 8,41883E6 10 841883
Total (Corr.) 1,3892E8 19
LBM 048
Inter-grupos 6,004E8 9 6,67111E7 12,00 0,0003
Intra-grupos 5,56127E7 10 5,56127E6
Total (Corr.) 6,56012E8 19
LBM 051
Inter-grupos 5,9885E8 9 6,65389E7 20,32 0,0000
Intra-grupos 3,27472E7 10 3,27472E6
Total (Corr.) 6,31598E8 19
LBM 053
Inter-grupos 1,70282E8 9 1,89202E7 9,19 0,0009
Intra-grupos 2,058E7 10 2,058E6
Total (Corr.) 1,90862E8 19
LBM 054
Inter-grupos 5,26822E8 9 5,85358E7 19,71 0,0000
Intra-grupos 2,97026E7 10 2,97026E6
Total (Corr.) 5,56524E8 19
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Anexo 2. (continua)

Fuente

SC GL cM valor F valor P
LBM 055
Inter-grupos 1,22233E9 9 1,35815E8 158,76 0,0000
Intra-grupos 8,55487E6 10 855487
Total (Corr.) 1,23089E9 19
LBM 056
Inter-grupos 2,47146E7 9 2,74606E6 4,71 0,0118
Intra-grupos 5,82606E6 10 582606
Total (Corr.) 3,05406E7 19
LBM 057
Inter-grupos 5,42149E8 9 6,02388E7 28,50 0,0000
Intra-grupos 2,11351E7 10 2,11351E6
Total (Corr.) 5,63284E8 19
LBM 058
Inter-grupos 6,07998E8 9 6,75554E7 71,14 0.0000
Intra-grupos 9,49653E6 10 949653
Total (Corr.) 6,17495E8 19
LBM 059
Inter-grupos 7,00114E8 9 7,77904E7 18,35 0,0000
Intra-grupos 4,23812E7 10 4,23812E6
Total (Corr.) 7,42495E8 19
LBM 063
Inter-grupos 3,26772E8 9 3,6308E7 6,03 0,0048
Intra-grupos 6,01847E7 10 6,01847E6
Total (Corr.) 3,86957E8 19
LBM 126

SC, suma de cuadrados; GL, grados de libertad; SC, suma de cuadrados

Anexo 3. Andlisis LSD para actividad EX por dia de todos los aislamientos fungicos.

LBM 041 LBM 043 LBM 046 LBM 048

Dia Media GH Dia Media GH Dia Media GH Dia Media GH

2 2571,08 X 2 5133,72 X 2 5597,59 X 2 5146,7 X

4 7678,85 XX 4 10364,8 X 18 6740,08 XX 4 10170,1 XX
18 8686,39 XX 18 126958 X 4  8373,03 XX 20 12390,2 XX

6 9947,28 XX 20 129683 X 6 9266,07 XX 18  12647,1 XX
20 10623,0 XX 6 13937,2 XX 20 9815,25 XXX 6 13085,7 XX

8 11158,2 XX 8 172794 XX 12 10738,5 XX 10 143716 XX
12 12697,7 X 16 21028,0 XX 8 11070,6 XX 8 15946,1 XX
14 142159 X 10 22000,2 X 10 115351 X 16 20664,6 XX
16 14708,9 X 12 22919,7 X 14 13696,8 X 12 20846,3 XX
10 15461,5 X 14 27696,0 X 16 13787,7 X 14  24809,0 X

Anexo 3. (continua)
LBM 051 LBM 053 LBM 054 LBM 055

Dia Media GH Dia Media GH Dia Media GH Dia Media GH
2 4627,68 X 2 420598 X 2 434547 X 2 5480,81 X
18 6993,1 XX 4 6180,19 XX 4 7879,97 X 4 9884,67 X

4 7575,05 XX 10 7713,23 XX 10 12258,1 X 8 12326,0 X
20 10146,1 XX 6 7749,56 XX 6 12315,3 XX 6 13402,0 XX
6 10531,2 XX 8 8073,3 XX 18 12481,7 XX 20 13990,1 XX
8 14077,7 XX 16 9143,77 XX 8 14862,2 XXX 18 14885,4 X
10 17621,5 X 14 9786,06 X 20 16121,3 XX 10 22598,0 X
16 17810,1 X 12 10233,7 X 12 16631,8 XX 16 26232,0 X
12 17849,0 X 18 10428,3 X 16 20136,9 XX 14 27512,0 XX
14 21970,6 X 20 15780,7 X 14  22645,7 X 12 29482,4 X
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Anexo 3. (continua)

LBM 056 LBM 057 LBM 058 LBM 059
Dia Media GH Dia Media GH Dia Media GH Dia Media GH
18 487162 X 2 5964,15 X 2 5711,13 X 2 577925 X
10  4891,08 X 18 9766,59 X 18 6623,3 X 4  8061,62 X
2 5081,82 XX 4 980033 X 4 8807,71 X 18 88129 XX
8 5348,46 XX 6 123072 XX 20 10019,6 X 20  10019,6 XX
4 5719,56 XX 20 12890,4 XX 16 122176 X 6 13150,6 XX
12 6025,98 XX 8 13951,2 XX 6 133614 X 8 14671,3 X
14 6285,04 XX 16 15331,7 XX 8 13464,6 X 16 14851,7 X
6 6508,79 XX 10 16616,3 X 10 19094,6 X 10 19820,3 X
16 6690,12 X 14 20754,2 X 14 20867,7 XX 12 20300,6 X
20 8773,97 X 12 24630,6 X 12 22181,5 X 14 25360,4 X
Anexo 3. (continua)
LBM 063 LBM 126 LBM 127 LBM 128
Dia Media GH Dia Media GH Dia Media GH Dia Media GH
2 5925,22 X 2 4137,86 X 2 3106,31 X 2 4686,07 X
4 8866,1 XX 4 7107,93 XX 4 4759,38 XX 4 7711,29 XX
18 9620,62 XXX 18 9075,65 XX 10 5543,1 XX 18 10506,2 XX
20 11781,0 XXX 20 10574,3 XXX 8 5805,85 XX 20 10963,6 XXX
6 13629,0 XXXX 6 12177,4 XXX 12 7187,73 X 6 13093,8 XXX
8 13920,6 XXXX 8 13571,6 XXX 18 12102,2 X 8 15226,0 XXX
16 14441,6 XXX 10 15214,1 XXX 14 122189 X 16 16207,1 XX
10 15347,2 XXX 14 167720 XXX 6 13150,6 X 10 17665,5 X
14 17781,0 XX 16 18082,5 XX 16 14053,2 X 14 221004 X
12 20202,7 X 12 19743,4 X 20 174351 X 12 22376,1 X
Anexo 3. (continua)
LBM 129 LBM 130 LBM 131 LBM 132
Dia Media GH Dia Media GH Dia Media GH Dia Media GH
2 4586,07 X 10 2750,14 X 2 6080,93 X 2 5964,15 X
4 7661,29 XX 18 5095,44 X 4  6485,11 X 4 9800,33 X
18 10406,2 XX 2 5201,84 X 20 113236 X 18 10266,6 X
20 10913,6 XXX 20 5961,55 X 18 12114,2 X 20 11890,4 XX
6 12993,8 XXX 14 6389,74 XX 6 13891,4 X 6 12807,2 XX
8 15126,0 XX 4 7730,75 XX 8 141458 X 8 13951,2 X
16 16607,1 X 16 8441,8 X 16 16680,3 X 16 15331,7 X
10 17115,5 X 6 8760,75 X 10 170575 X 10 21616,3 X
14 22000,4 X 8 8857,87 X 14 251138 X 14 282542 X
12 22276,1 X 12 10990,2 X 12 264309 X 12 294156 X
Anexo 3. (continua)
LBM 133 LBM 134 LBM 135 LBM 136
Dia Media GH Dia Media GH Dia Media GH Dia Media GH
2 6586,97 X 2 4676,34 X 2 4932,6 X 2 4819,07 X
4 8879,07 X 4 8470,35 XX 4  8470,35 X 4 7522,98 XX
20 12013,2 X 6 10474,4 XX 20 8857,87 X 6 8112,26 XX
6 13539,6 XX 18 12287,1 XXX 18 9318,94 X 20 9488,74 XX
18 13844,1 XX 20 12504,9 XXX 6 13150,6 X 18 9647,8 XX
8 14496,1 XX 8 13592,4 XXXX 8 134585 X 8 10176,3 XX
10 15267,8 X 16  15396,6 XXX 10 15110,3 X 16 12297,1 X
16 18225,3 X 10 17005,6 XX 16 15858,6 X 10 13099,1 XX
14 21581,4 X 14  19229,6 X 14 21657,4 X 14 16297,1 XX
12 26982,4 X 12 27522,6 X 12 23819,6 X 12 19156,5 X
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Anexo 3. (continua)
LBM 210 LBM 117

Dia Media GH Dia Media GH
2 4536,07 X 2 5295,91 X

4 7561,29 XX 4 10053,3 X
18 10356,2 XX 18 10496,5 X
20 10863,6 XXX 6 11561,1 X

6 12943,8 XXX 20 11635,1 XX
8 15076,0 XXX 8 14252,8 XX
16 16507,1 XX 10 16447,6 XX
10 18015,5 XX 14 16564,4 XXX
14 21950,4 XX 12 18199,3 XX
12 22321,1 X 16 19146,5 X

GH: grupos homogéneos

Anexo 4. Secuencias consenso de las regiones amplificadas del aislamiento A. niger LBM 134.

Region
amplificada

Secuencia 5’ - 3’

ADNTr ITS1-5,8s-

ITS2

CTTCCGTAGGGTGACCTGCGGAAGGATCATTACCGAGTGCGGGTCCTTTGG
GCCCAACCTCCCATCCGTGTCTATTGTACCCTGTTGCTTCGGCGGGCCCGCC
GCTTGTCGGCCGCCGGGGGGGCGCCTCTGCCCCCCGGGCCCGTGLLLGLC
GGAGACCCCAACACGAACACTGTCTGAAAGCGTGCAGTCTGAGTTGATTGA
ATGCAATCAGTTAAAACTTTCAACAATGGATCTCTTGGTTCCGGCATCGATGA
AGAACGCAGCGAAATGCGATAACTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCA
TCGAGTCTTTGAACGCACATTGCGCCCCCTGGTATTCCGGGGGGCATGCCTG
TCCGAGCGTCATTGCTGCCCTCAAGCCCGGCTTGTGTGTTGGGTCGCCGTCC
CCCTCTCCGGGGGGACGGGCCCGAAAGGCAGCGGCGGCACCGCGTCCGAT
CCTCGAGCGTATGGGGCTTTGTCACATGCTCTGTAGGATTGGCCGGCGCCTG
CCGACGTTTTCCAACCATTCTTTCCAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATA
CCCGCTGAACTTAAGCATATCTAAAAA

Dominio D1/D2
del ADNr 28S

AAAGGGAGGAAAAGAAACCAACCGGGATTGCCTCAGTAACGGCGAGTGAA
GCGGCAAGAGCTCAAATTTGAAAGCTGGCTCCTTCGGAGTCCGCATTGTAAT
TTGCAGAGGATGCTTTGGGTGCGGCCCCCGTCTAAGTGCCCTGGAACGGGC
CGTCAGAGAGGGTGAGAATCCCGTCTTGGGCGGGGTGTCCGTGCCCGTGTA
AAGCTCCTTCGACGAGTCGAGTTGTTTGGGAATGCAGCTCTAAATGGGTGGT
AAATTTCATCTAAAGCTAAATACTGGCCGGAGACCGATAGCGCACAAGTAGA
GTGATCGAAAGATGAAAAGCACTTTGAAAAGAGAGTTAAACAGCACGTGAA
ATTGTTGAAAGGGAAGCGCTTGCGACCAGACTCGCCCGCGGGGTTCAGCCG
GCATTCGTGCCGGTGTACTTCCCCGTGGGCGGGCCAGCGTCGGTTTGGGCGG
CCGGTCAAAGGCCCCTGGAATGTAGTGCCCTCCGGGGCACCTTATAGCCAGG
GGTGCAATGCGGCCAGCCTGGACCGAGGAACGCGCTTCGGCACGGACGCTG
GCATAATGGTCGTAAACGACCCGTCT

Bt, exones 3,4,5y

region parcial del

6

ATGGGCTGCTTTCTGGTACGTATACAACTGCCATTGGATTGGGGATGGAACAT
CGTCTCTTAGGCTATCTCAGCTTGAGTTCAGATGTTGTCCATTAGGTACATGCT
ATCGGTCTAAGAACACGTCTAACAATTCAACAGGCAGACCATCTCTGGCGAG
CACGGCCTTGACGGCTCCGGTGTGTAAGTGCAACTTTTTCACACCTCTCAATTG
GTCAACAATGGGCAAAGGGTTGGGTCTTCTGACACGCAGGATAGTTACAATGG
CACCTCCGACCTCCAGCTGGAGCGCATGAACGTCTACTTCAACGAGGTGAGAT
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CCATCGGACCTTGGCTTTTTCACGACAATATCATCAATGTCCTAATCACTTCAGC
AGGCTAGCGGTAACAAGTATGTTCCTCGTGCCGTCCTCGTCGACCTCGAGCCCG
GTACCATGGACGCCGTCCGTGCCGGTCCTTTCGGCCAGCTCTTCCGCCCCGACA
ACTTCGTCTTCGGCCAGTCCGGTGCTGGTAACAACTGGGCCAAGGGTC

CMD, exones 2, 3,
4 y regidn parcial

del 5

CCTTCTCCCTCTTTGTGAGTGCTCCCTGAATGACCCTCCGATCATCCTGATCG
ATGAGCTATCTTTACCGGAGCATAATGCTAATGTGTTTTCGGACTTAATAGG
ACAAGGATGGCGATGGTGGGTGGAATTCTATCCCCTTCACATTATACCTGTA
GCGCTCGATCCGACTGCGGGATTTCGACAGCATTTTCCAGAACGATTTGGAT
CATAATACTAATTTAAATCGGTGAATCAGGCCAGATCACCACCAAGGAGCTC
GGCACTGTGATGCGCTCCCTTGGCCAGAACCCCTCCGAGTCTGAGCTTCAGG
ACATGATCAACGAGGTTGACGCTGACAACAACGGAACGATCGACTTCCCCG
GTATGTGTTAGATTTACGCCTGTAAGGCGGAAATGCGGGCTGGATTGTGATT
GACTTTTGCCGCCAGAATTCCTTACCATGATGGCTCGTAAGATGAAGGACAC
CGACTCCGAGGAGGAAATCCGCGAGGCTTTCAAGGTCTTCGACCGCGACAA
CAATGGTTTTATCTCCGCCGCGGAGCTGCGCCACG

Tef 1a, exones 1y

2

GCAGTCGACTCCGGCAAGTCCACCACCACTGGTCACCTGATCTACAAGTGCG
GTGGTATCGACCAGCGTACCATCGAGAAGTTCGAGAAGGTAAGGAGGATTAT
ACATCTGAAAGAAGAATATCAAGACATGGTGCTAACAACATCCTACAGGAAG
CCGCCGAGCTCGGTAAGGGTTCCTTCAAGTACGCTTGGGTTCTTGACAAGCTC
AAGTCCGAGCGTGAGCGTGGTATCACCATCGACATTGCCCTCTGGAAGTTCCA
GACTGGCAAGTATGAGGTCACCGTCATTGGTAAGTACTATCACAGAGTTCTCTC
GATCAAATTAACATACTAACGTACATGATAGACGCCCCCGGTCACCGTGACTTC
ATCAAGAACATGATCACTGGTACCTCCCAGGCTGACTGCGCTATCCTCATCATT
GCCTCCGGTACTGGTGAGTTCGAGGCTGGTATCTCCAAGGATGGC
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