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RESUMEN 

La biomasa lignocelulósica está compuesta mayoritariamente por los polisacáridos estructurales 

celulosa y hemicelulosa. Es considerada una materia prima con gran potencial para la producción 

de biocombustibles y diversos bioproductos. Sin embargo, su aprovechamiento aun presenta 

dificultades técnicas dado que se requiere optimizar procesos que permitan mejorar el 

rendimiento de conversión de polisacáridos a oligosacáridos o a azúcares fermentables. 

Para abordar eficazmente este problema, es vital estudiar enzimas que actúan sobre los 

polisacáridos, conocidas como CAZimas, ya que conducirán a la hidrólisis de la biomasa 

lignocelulósica. Existen diversas enzimas capaces de degradar la lignocelulosa y son clasificadas 

en familias según su secuencia aminoacídica y estructura tridimensional. Dentro de esta 

clasificación, las glicosil hidrolasas (GH) son el grupo mayoritario. 

Existe una amplia diversidad de microorganismos incluyendo hongos, arqueas y bacterias que 

son fuentes de enzimas lignocelulolíticas excepcionalmente diversas y multifuncionales. Las 

bacterias de los géneros Bacillus, Pseudomonas y Cellulomonas entre otros, se destacan por su 

capacidad para hidrolizar polisacáridos de la pared vegetal a través de la secreción de enzimas. 

En particular, en el Laboratorio de Enzimas Agroindustriales para Bioprocesos se ha estudiado 

exhaustivamente la cepa Cellulomonas sp. B6, aislada de suelo de bosque nativo que presenta 

alta actividad xilanolítica extracelular. Además, se han estudiado las enzimas secretadas cuando 

la bacteria es cultivada utilizando diferentes fuentes de biomasa lignocelulósica y se han 

producido algunas de estas enzimas de manera recombinante para su caracterización 

bioquímica.  

El xilano es la principal hemicelulosa en plantas terrestres. Es un hetero-polisacárido, de 

composición variable en función de la fuente vegetal de la que proviene. Por lo tanto, su 

deconstrucción eficiente requiere de la aplicación de múltiples enzimas, no solo activas sobre la 

cadena principal de xilosas sino también sobre sus sustituciones, que incluyen otros azúcares y 

ácidos orgánicos. 

En este trabajo se plantea la hipótesis de que las enzimas de la familia GH51 de Cellulomonas 

sp. B6, expresadas de forma recombinante, presentan actividad α-L-arabinofuranosidasa sobre 

arabinoxilanos y/o sobre los arabino-xilooligosacáridos y que actuarán de manera sinérgica con 

β-1,4-endo-xilanasas para mejorar la deconstrucción de arabinoxilanos. Esta hipótesis se 

enmarca en el objetivo general de desarrollar bioprocesos enzimáticos para obtener 

oligosacáridos prebióticos a partir de la fracción de xilano de biomasas lignocelulósicas.  
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Se estudió una α-L-arabinofuranosidasa intracelular de la familia GH51 (CsAbf51A), debido a que 

pertenece a una familia de enzimas accesorias capaces de hidrolizar las sustituciones de 

arabinosa de las hemicelulosas y permiten un mejor acceso para otras enzimas con actividad 

sobre la cadena principal del xilano, como las enzimas β-1,4-endoxilanasas. La secuencia 

codificante para la enzima CsAbf51A fue amplificada a partir del ADN genómico de Cellulomonas 

sp. B6 y clonada en el vector de expresión pET28a(+). La enzima fue expresada de manera 

recombinante en cepas de Escherichia coli y purificada en forma soluble, para su posterior 

caracterización bioquímica y funcional.  

CsAbf51A presentó actividad α-L-arabinofuranosidasa (EC 3.2.1.55) sobre arabino-xilo-

oligosacáridos (AXOS) y, en menor medida, sobre arabinoxilano (AX). Se demostró que 

CsAbf51A hidroliza las sustituciones de arabinosa que presentan enlaces simples α(1-2) y/o α(1-

3) a las moléculas de xilosa, tanto cuando están presentes en los extremos no reductores como 

en sustituciones internas de AXOS cortos. Además, la enzima presentó actividad sobre las 

sustituciones α(1-3) y las arabinosas terminales unidas por enlaces α(1-5) de la cadena principal 

de arabinano, otro polisacárido de la pared celular vegetal, liberando arabinosa como único 

producto. 

Se evaluó la contribución de CsAbf51A a la deconstrucción del xilano en combinación con tres β-

1,4-endoxilanasas (EC 3.2.1.8) de las familias GH10 (CsXyn10A y CsXyn10D) y GH11 

(CsXyn11A), previamente obtenidas de manera recombinante y caracterizadas en el grupo de 

trabajo. Se demostró que CsAbf51A, actúa de manera sinérgica cuando se combina 

simultáneamente con las GH10, actuando sobre los AXOS producidos por las xilanasas desde 

AX, lo cual resultó en un incremente de aproximadamente 1,5 veces en la concentración de xilosa 

liberada por la acción individual de las GH10 y un incremento de 3,5 veces respecto de la 

concentración de arabinosa liberada por solo la GH51. También, se observó un aumento de XOS 

cortos con grado de polimerización 2 y 3, además de arabinosa, cuando CsAbf51A se combinó 

con CsXyn11A. Por otro lado, cuando se aplicó posteriormente a las xilanasas, CsAbf51A fue 

activa sobre la mayoría de los AXOS generados por dichas enzimas, transformándolos en 

xilooligosacáridos lineales sin sustituciones (XOS). 

Esta Tesis permitió caracterizar una nueva enzima codificada en el genoma de Cellulomonas sp. 

B6, con actividad α-L-arabinofuranosidasa (EC 3.2.1.55), incrementando las herramientas y el 

conocimiento en el desarrollo de bioprocesos enzimáticos potencialmente aplicables en la 

valorización del xilano de biomasa lignocelulósica residual.  
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Characterization of an α-L-arabinofuranosidase from the GH51 family and its potential 

application in the valorization of xylan from lignocellulosic biomass. 

ABSTRACT 

Lignocellulosic biomass is mainly composed of the structural polysaccharides cellulose and 

hemicellulose. It is considered a raw material with great potential for the production of biofuels and 

various bioproducts. However, its utilization still presents technical difficulties since it requires 

optimizing processes to improve the conversion yield of polysaccharides to oligosaccharides or 

fermentable sugars. 

To effectively address this problem, studies on enzymes that act on polysaccharides, known as 

CAZymes, are vital as they will lead to the hydrolysis of lignocellulosic biomass. There are various 

enzymes capable of degrading lignocellulose and are classified into families based on their amino 

acid sequence and three-dimensional structure. Within this classification, glycoside hydrolases 

(GH) are the largest group. 

There is a wide diversity of microorganisms, including fungi, archaea, and bacteria, that are 

exceptionally diverse and multifunctional sources of lignocellulolytic enzymes. Bacteria of the 

genera Bacillus, Pseudomonas, and Cellulomonas, among others, stand out for their ability to 

hydrolyze polysaccharides from plant cell walls through enzyme secretion. In particular, the 

Laboratory of Agroindustrial Enzymes for Bioprocesses has extensively studied the strain 

Cellulomonas sp. B6, isolated from native forest soil, which shows high extracellular xylanolytic 

activity. Furthermore, enzymes secreted when the bacteria are cultivated using different 

lignocellulosic biomass sources have been studied, and some of these enzymes have been 

produced recombinantly for biochemical characterization.  

Xylan is the main hemicellulose in terrestrial plants. It is a heteropolysaccharide, with a variable 

composition depending on the plant source it comes from. Therefore, its efficient deconstruction 

requires the application of multiple enzymes, not only active on the main chain of xyloses but also 

on their substitutions, including other sugars and organic acids. 

The hypothesis of this work is that enzymes from the GH51 family of Cellulomonas sp. B6, 

expressed recombinantly, have α-L-arabinofuranosidase activity on arabinoxylans and/or 

arabinoxyloligosaccharides and will act synergistically with β-1,4-endo-xylanases to improve the 

deconstruction of arabinoxylans. This hypothesis is framed within the general objective of 

developing enzymatic bioprocesses to obtain prebiotic oligosaccharides from the xylan of 

lignocellulosic biomass. 
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An intracellular α-L-arabinofuranosidase from the GH51 family (CsAbf51A) was studied, as it is 

part of a family of accessory enzymes capable of hydrolyzing arabinose substitutions of 

hemicelluloses and allow better access for other enzymes with activity on the main chain of xylan, 

such as enzymes with β-1,4-endoxylanase activity (EC 3.2.1.8). The coding sequence for the 

enzyme CsAbf51A was amplified from the genomic DNA of Cellulomonas sp. B6 and cloned into 

the expression vector pET28a(+). The enzyme was recombinantly expressed in Escherichia coli 

strains and purified in soluble form for subsequent biochemical and functional characterization. 

CsAbf51A showed α-L-arabinofuranosidase activity (EC 3.2.1.55) on arabinoxyloligosaccharides 

(AXOS) and, to a lesser extent, on arabinoxylan (AX). It was demonstrated that CsAbf51A 

hydrolyzes the arabinose substitutions that have α(1-2) and/or α(1-3) simple bonds to xylose 

molecules, both when present in non-reducing ends and in internal substitutions of short AXOS. 

Additionally, CsAbf51A showed activity on the α(1-3) substitutions, and terminal arabinoses linked 

by α(1-5) bonds of the main chain of arabinan, another polysaccharide of the plant cell wall, 

releasing arabinose as the only product. 

The contribution of CsAbf51A to the deconstruction of xylan in combination with three β-1,4-

endoxylanases (EC 3.2.1.8) from the GH10 (CsXyn10A and CsXyn10D) and GH11 (CsXyn11A) 

families, previously obtained recombinantly and characterized in the research group, was 

evaluated. It was demonstrated that CsAbf51A acts synergistically when simultaneously combined 

with GH10, acting on the AXOS produced by the xylanases from AX, resulting in an increase of 

approximately 1.5 times in the concentration of xylose released by the individual action of GH10 

and an increase of 3.5 times regarding the concentration of arabinose released by GH51 alone. 

Additionally, an increase in short XOS with a degree of polymerization of 2 and 3, in addition to 

arabinose, was observed when CsAbf51A was combined with CsXyn11A. On the other hand, 

when applied subsequently to the xylanases, CsAbf51A was active on most AXOS generated by 

these enzymes, transforming them into linear xyloligosaccharides without substitutions (XOS). 

This thesis allowed characterizing a new enzyme encoded in the genome of Cellulomonas sp. B6, 

with α-L-arabinofuranosidase activity (EC 3.2.1.55), increasing the tools and knowledge in the 

development of enzymatic bioprocesses potentially applicable in the valorization of xylan from 

residual lignocellulosic biomass. 
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1. INTRODUCCIÓN  

La creciente demanda de energía debido al aumento de la población mundial ha impulsado la 

búsqueda de alternativas renovables a la explotación de recursos de origen fósil. Los 

combustibles fósiles se utilizan predominantemente para satisfacer las necesidades energéticas 

y para producir una amplia gama de polímeros sintéticos, productos cosméticos y precursores 

químicos. Aunque el uso de productos derivados del petróleo ha incrementado la industrialización 

global al satisfacer las demandas de energía, sus efectos adversos no pueden ser ignorados.  

En el marco de la búsqueda de alternativas que sustituyan el uso extensivo de combustibles 

fósiles, se considera la utilización de desechos orgánicos de biomasa, dado que son económicos, 

fácilmente disponibles y han demostrado ser una buena fuente para producir biocombustibles, 

tales como biodiesel, bioetanol, biohidrógeno y biogás, además de múltiples productos químicos 

y materiales ecológicos que le otorgan valor agregado. Se sabe que la valorización de la biomasa 

puede ayudar a reducir los impactos ambientales perjudiciales causados por el uso de 

combustibles fósiles y sus derivados (Okolie et al. 2021). 

En contraste con las biorefinerías de primera generación, que se centran en la producción de 

biocombustibles a partir de biomasa convencional y comestible como maíz, caña de azúcar y 

aceites vegetales, las biorefinerías de segunda generación han emergido recientemente con un 

enfoque distinto. Estas se orientan hacia el aprovechamiento de biomasa vegetal no alimentaria, 

o lignocelulosa, presente principalmente en residuos de sectores agroindustriales y forestales, 

como por ejemplo residuos de cultivos, madera, paja, bagazo de caña de azúcar, y restos de 

alimentos, entre otros desechos orgánicos y tienen como objetivo obtener bioetanol, a partir de 

la fermentación de los azúcares contenidos en los polisacáridos, y bioproductos adicionales con 

mayor valor agregado a partir de los polisacáridos y de la lignina (Naik et al. 2010). 

La lignocelulosa es la fuente renovable de carbohidratos más abundante del planeta, es 

económica y presenta amplia distribución geográfica. Sin embargo, el aprovechamiento de los 

polímeros que la componen suele requerir de un procesamiento complejo que puede resultar 

económicamente desfavorable. 

Existen diferentes métodos que permiten transformar la biomasa en productos de valor agregado. 

Por lo general, ésta se somete primero a un pretratamiento para abrir la fibra y hacer más 

disponibles a los polisacáridos mediante el empleo de ácido, álcali, amoníaco/CO2 o agua 

caliente, entre otros, en condiciones de reacción severas, intensivas en energía y agua. La etapa 

de pretratamiento es esencial para potenciar la despolimerización de los componentes 
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estructurales a azúcares más simples en un posterior tratamiento de hidrólisis mediante el uso 

de métodos físico-químicos o enzimáticos menos intensivos.  

Luego del pretratamiento de la biomasa y la hidrólisis de los carbohidratos es posible obtener 

diferentes productos, con un amplio rango de aplicaciones, categorizados en bioenergía, 

biomateriales y precursores químicos, entre otros (Batista Meneses y col., 2022). 

Todos esos pasos presentan limitaciones, por ejemplo, dependiendo del pretratamiento 

seleccionado, se pueden generar productos indeseados que deben ser eliminados antes de la 

hidrólisis. La hidrólisis es un cuello de botella importante, dada la naturaleza compleja de las fibras 

vegetales y la dificultad a su acceso. Finalmente, la recuperación de productos de reacción 

dependerá fuertemente del rendimiento alcanzado en estos dos pasos previos y definirá cuan 

costo-efectivo es el proceso. 

Es fundamental establecer procesos que superen las limitaciones técnicas y económicas 

asociadas a la valorización de la biomasa lignocelulósica. Esto implica minimizar los pasos de 

procesamiento, aumentar los rendimientos de la conversión a azúcares simples, reducir el 

consumo de energía, y disminuir los costos, promoviendo así su sustentabilidad (Sadula y col., 

2017). Dentro de ese abordaje, la búsqueda de nuevas enzimas o combinaciones de estas con 

capacidad de llevar adelante un proceso de hidrólisis de carbohidratos eficiente y en condiciones 

amigables con el medio ambiente representa una alternativa atractiva que está siendo 

exhaustivamente estudiada en la actualidad. 

1.1 Carbohidratos 

Los carbohidratos son los compuestos orgánicos más abundantes en la naturaleza. Casi todas 

las plantas y animales sintetizan y metabolizan carbohidratos, utilizándolos para almacenar 

energía y suministrarla a sus células. 

Los monosacáridos, también conocidos como azúcares simples, son carbohidratos que no 

pueden descomponerse en compuestos más simples. Su clasificación se determina de acuerdo 

a tres criterios (Wade, 2012): 

1. Si el azúcar contiene un grupo cetona o uno aldehído: incluyen polihidroxialdehídos y 

polihidroxiquetonas, donde a los polihidroxialdehídos se les denomina aldosas (ald- por 

aldehído y -osa como sufijo para un azúcar), mientras que a las polihidroxiquetonas se les 

llama cetosas (cet- por cetona y -osa por azúcar) 
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2. El número de átomos de carbono en la cadena de carbonos: El número de átomos de 

carbono en el azúcar por lo general va de tres a siete, designados por los términos triosa 

(tres carbonos), tetraosa (cuatro carbonos), pentosa (cinco carbonos), hexosa (seis 

carbonos), y heptosa (siete carbonos). 

3. La configuración estereoquímica del átomo de carbono asimétrico más alejado del 

grupo carbonilo: Con base en las proyecciones de Fischer dicha configuración puede ser 

D si tienen el grupo OH del carbono asimétrico en la parte inferior derecha o L si tienen el 

grupo OH en la parte inferior izquierda. 

Cuando un monosacárido de cadena abierta se cicla se genera un nuevo centro quiral en el 

anterior carbono carbonílico. Dependiendo de qué cara del grupo carbonilo se ataque, el grupo -

OH del hemiacetal puede dirigirse hacia arriba o hacia abajo. Estas dos orientaciones del grupo 

-OH hemiacetal forman los anómeros α y β (Wade, 2012) 

Las estructuras cíclicas de los monosacáridos se nombran de acuerdo con sus anillos de cinco o 

seis miembros, clasificándose como pentosas o hexosas respectivamente. Cuando las pentosas 

forman un hemiacetal cíclico de cinco carbonos se encuentra en la forma piranosa, mientras que 

cuando el ciclado involucra cuatro carbonos, entonces se encontrará en la forma furanosa. De 

esta manera, entonces, la xilosa y la arabinosa pueden ser xilopiranosa/arabinopiranosa o  

xilofuranosa/arabinofuranosa (Wade, 2012). Si bien las moléculas de xilosa y arabinosa pueden 

existir como enantiómeros D o L, las formas en que se encuentran en la naturaleza son la D-

xilosa y la L-arabinosa (Tyson y col., 2022). En solución acuosa, se produce un fenómeno 

conocido como mutarrotación, que implica la transición reversible entre las formas α y β de los 

monosacáridos cíclicos (McMurry, 2017) (Figura I1).  
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Figura I1: Representación de equilibrio de mutarrotación de D-arabinosa y D-xilosa en conformaciones 

piranosa (P) y furanosa (F) con sus respectivas proporciones en solución acuosa. Adaptado de Tyson y 

col. (2022). 

Los monosacáridos se enlazan entre sí y con otras moléculas a través de enlaces glicosídicos.  Si 

un átomo de oxígeno sirve como puente entre ambas moléculas su denominación correcta es 

enlace O-glicosídico. Este enlace se da entre el carbono anomérico de uno de los monómeros y 

cualquier otro carbono del otro monómero.  

La unión de dos monosacáridos generará disacáridos, los cuales presentan una alta solubilidad 

en agua y poseen el característico sabor dulce asociado con los azúcares. De acuerdo al número 

de monosacáridos en la molécula, además de disacáridos, se formarán por enlace glicosídico, 

oligosacáridos de diferente grado de polimerización (DP). Los polisacáridos son carbohidratos 

capaces de ser hidrolizados en múltiples unidades de monosacáridos. Se trata de polímeros 

naturales, también llamados biopolímeros, dentro de los que se incluyen almidón, celulosa y 

hemicelulosa, entre otros (Wade, 2012) (Figura I2). 

https://es.wikipedia.org/wiki/Enlace_qu%C3%ADmico
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Figura I2: Representación de estructuras de A: Disacárido xilobiosa (enlace glicosídico β(1-4) entre dos 

xilosas), B: Polisacárido xilano (enlace glicosídico β(1-4) entre xilosas). Adaptado de www.megazyme.com. 

Los extremos reductor (r) y no reductor (nr) se encuentran indicados en la molécula de xilano. 

Una propiedad importante de los azúcares es su capacidad de oxidarse en presencia de 

determinados compuestos, estos azúcares se caracterizan por la presencia de un grupo carbonilo 

libre en su estructura, ya sea en forma de grupo aldehído o cetona y se denominan azúcares 

reductores. En una cadena de varios monosacáridos, el extremo reductor será aquel donde el 

carbono anomérico de alguno de sus componentes no está implicado en el enlace glicosídico. 

Ciertos carbohidratos son un alimento básico en la mayoría de las partes del mundo, y la 

oxidación de los carbohidratos es la vía central de obtención de energía en la mayoría de las 

células no fotosintéticas. Los polímeros de carbohidratos sirven como elementos estructurales y 

protectores en las paredes celulares de bacterias y plantas, y en los tejidos conectivos de los 

animales, además de cumplir funciones de señalización celular (Nelson y Cox, 2021). 

Estas características bioenergéticas, estructurales y de señalización en las vías metabólicas 

hacen que los carbohidratos sean moléculas potencialmente versátiles para diversos desarrollos 

biotecnológicos en una amplia gama de aplicaciones industriales y de salud. Su importancia ha 

A 

B 
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promovido un papel central en numerosos campos, incluidos la salud y la industria alimentaria, 

así como en la producción de combustibles y otros productos industriales. 

1.2 Biomasa lignocelulósica.  

La lignocelulosa es el componente estructural principal de la pared vegetal de plantas terrestres 

y el recurso renovable más abundante en la tierra. Sus componentes mayoritarios son los 

polisacáridos celulosa (30-35%) y hemicelulosa (25-30%) además de lignina (10-20%) y la 

proporción de ellos varía según la especie vegetal y el tejido  (Bajpai, 2014). Estos componentes 

interactúan a través de enlaces covalentes y no covalentes formando una estructura altamente 

recalcitrante a la degradación (Saini y col., 2015). 

1.2.1 Pared vegetal 

Una característica distintiva de las células vegetales es la presencia de una pared rica en 

polisacáridos. Esta pared desempeña diversas funciones, como proporcionar soporte estructural, 

contribuir a la morfología celular, participar en procesos metabólicos y actuar como barrera 

protectora, entre otras. 

Las paredes celulares vegetales suelen dividirse en dos categorías: pared celular primaria (PCP) 

que rodean a las células en crecimiento, y la pared celular secundaria (PCS), en forma de 

estructuras engrosadas que contienen lignina y rodean a células especializadas como los 

elementos vasculares (Keegstra, 2010). 

Los principales bloques de construcción de la pared PCP son proteínas y polisacáridos como la 

celulosa, la hemicelulosa y la pectina (Figura I3 A). Las cadenas de glucano formadas por 

moléculas de D-glucosa se agrupan en microfibrillas de celulosa, que están estrechamente 

interconectadas a través de la hemicelulosa y entrecruzadas con la pectina. A su vez la formación 

de una PCS se logra añadiendo componentes fenólicos como la lignina entre las moléculas de 

polisacáridos (Figura I3B) (Loix y col., 2017). La cantidad de cada polisacárido varía en función 

de la especie de planta, las PCP típicas son ricas en pectinas, con cantidades menores de 

celulosa y hemicelulosas, mientras que las PCS son ricas en celulosa y una forma diferente de 

hemicelulosa, con cantidades variables de lignina (Taiz y col., 2021). 
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Figura I3: Esquema representativo de la estructura y composición de la pared celular vegetal: La pared 

celular primaria (A), pared celular secundaria (B). Figura adaptada de Merino y col. (2022). 

1.2.1.1 Celulosa 

La celulosa es el componente principal de las paredes celulares vegetales y es el polímero 

biológico más abundante en la tierra. Las paredes celulares vegetales contienen cadenas de 

celulosa organizadas en estructuras para-cristalinas que están inmersas en una matriz rica de 

diversos polisacáridos y glicoproteínas. La celulosa es un polímero lineal formado por unidades 

repetitivas del disacárido celobiosa, es decir, de dos glucopiranosas conectadas mediante 

enlaces β entre los carbonos C1 y C4 (McNamara y col., 2015) (Figura I4). 

Los polímeros de celulosa pueden alcanzar una longitud de hasta 15.000 unidades de glucosa. 

Las microfibrillas de celulosa se forman al ubicarse varias moléculas lineales de forma paralela 

entre sí, unidas inter e intramolecularmente por puentes de hidrógeno y fuerzas de Van der Waals. 

Varias microfibrillas se unen formando las fibras de celulosa, las cuales contienen algunas zonas 

organizadas de modo más regular o cristalino, mientras que otras zonas son más laxas o amorfas 

(McNamara y col., 2015). 

A B 
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Figura I4: Estructura esquemática de las microfibrillas de celulosa que componen la pared celular. Adaptado 

de Siqueira y col. (2010). 

En la naturaleza, la mayoría de las fibras de celulosa se encuentran en una forma altamente 

cristalina. Sin embargo, existen productos comerciales que se preparan a partir de celulosa nativa 

para fines específicos en estudios particulares. Por ejemplo, la carboximetilcelulosa (CMC) es un 

derivado soluble de la celulosa, obtenido mediante la sustitución iónica con grupos carboximetilo. 

Por otro lado, el tratamiento con ácido concentrado puede convertir la celulosa cristalina en 

celulosa amorfa, como el caso de la Phosphoric Acid Swollen Cellulose (PASC), proceso que 

implica la expansión de las fibras. Además, existen otros compuestos como celulosa cristalina en 

polvo (Avicel) y celulosa bacteriana microcristalina (BCMC) que se utilizan como sustratos para 

la determinación de actividad celulasa de enzimas (Ghio, 2018; Zhang y Lynd, 2004).  

1.2.1.2 Hemicelulosa 

La hemicelulosa es un conjunto de hetero-polisacáridos con longitud de 50 a 200 unidades, 

altamente ramificados que están formados por pentosas, principalmente D-xilosa y L-arabinosa, y 

hexosas como D-manosa, D-galactosa y D-glucosa (Saini y col., 2015). Por lo general, las 

hemicelulosas de las PCP comprenden xilanos, xiloglucanos, galactoglucomananos y glucanos 

Enlaces de hidrógeno 
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de enlaces mixtos β(1-3; 1-4). A su vez las hemicelulosas de las PCS son principalmente xilanos, 

glucomananos y galactoglucomananos (Joseleau y col., 2016). 

El xilano es el componente hemicelulósico principal de las paredes celulares de las plantas 

terrestres y representa el segundo polisacárido más abundante en la naturaleza después de la 

celulosa. En los tejidos leñosos, el xilano está presente principalmente en la PCS y junto con la 

lignina, constituye una matriz amorfa que rodea a las microfibrillas de celulosa (Abdeshahian y 

col., 2020), donde interactúa mediante enlaces covalentes y no covalentes, siendo estas 

interacciones importantes tanto para proteger las microfibrillas de celulosa contra la 

biodegradación como para mantener la integridad estructural de las paredes celulares (Javier y 

col., 2007). 

El xilano es un polisacárido complejo compuesto por una cadena principal de residuos de 

xilopiranosa unidos por enlaces β-1,4 que, dependiendo de la fuente vegetal, pueden estar 

variablemente sustituidos por cadenas laterales de arabinofuranosa, ácido glucurónico/ 

metilglucurónico, ferúlico o p-cumárico, a la vez que puede estar acetilado. En la mayoría de las 

plantas se presenta como un heteropolisacárido y los términos glucuronoxilano y 

glucuronoarabinoxilano se utilizan comúnmente para describir el xilano de las maderas duras y 

blandas, respectivamente. En las gramíneas suele denominarse arabinoxilano (AX) debido a su 

alto contenido en residuos de α-L-arabinosas, que están unidos a la xilosa en C2 y C3 (Thakur y 

col., 2019). El AX puede estar acetilado y también aproximadamente 1 residuo de cada 50 

presenta sustituciones de ácido glucurónico (Figura I5) (Javier y col., 2007). El grado de 

sustitución con α-L-arabinosa varía ampliamente, desde más del 80% hasta menos del 10% (Taiz 

y Zeiger, 2014). En cuanto al arabinano, es un polímero de α-L-arabinosas unidas por enlaces (1-

5) (Figura I5) mientras que el galactano está conformado por monómeros de α-D-galactosa en 

uniones (1-4). 
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Figura I5: Esquemas representativos de algunas hemicelulosas presentes en la pared celular vegetal. 

Referencias: NR: extremo no reductor; R: extremo reductor; n: grado de polimerización. Convención de 

representación monosacáridos adoptada de Symbol Nomenclature for Glycans (SNFG). 

1.2.1.3 Pectina 

Las pectinas constituyen el componente más abundante de la mayoría de las PCP, y son un 

grupo heterogéneo de polisacáridos que contienen ácido galacturónico y azúcares neutros como 

ramnosa, galactosa y arabinosa. Los tres principales polisacáridos pécticos, son el 

homogalacturonano (HG), y el ramnogalacturonano I y II (RG I y RGII).  

HG es una cadena lineal de residuos de ácido α-D-glucurónico unidos por enlaces (1-4) y es la 

pectina más abundante en las paredes celulares primarias. RG I tiene una larga cadena central 

de residuos alternados de ramnosa y ácido galacturónico y puede estar sustituido por cadenas 

laterales largas de arabinanos y galactanos, estos últimos son cadenas de arabinosa y galactosa 

respectivamente, que pueden alcanzar grados de polimerización de 1 a 50 residuos 

(Verhertbruggen y col., 2009). El RG II, es el menos abundante de estos dominios de pectina, 

contiene una cadena principal de HG sustituida con cadenas laterales compuestas por al menos 

diez azúcares diferentes en un patrón complejo de enlaces (Taiz y Zeiger, 2014) 

n n  A 

n 
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1.2.1.4 Lignina  

La lignina es un polímero aromático heterogéneo, amorfo y reticulado que está unido de manera 

covalente a grupos laterales en diferentes hemicelulosas, formando una matriz compleja que 

rodea a las microfibrillas de celulosa y que constituye del 2 al 40% de la pared celular vegetal.   

La existencia de fuertes enlaces carbono-carbono (C-C) y éter (C-O-C) en la lignina proporciona 

fuerza a la pared celular de la planta y la protege contra el ataque de microorganismos 

celulolíticos (Saini y col., 2015). Los principales componentes de la lignina, llamados 

monolignoles, son los alcoholes sinapilo y coniferilo, con cantidades menores de p-cumarílico 

(Taiz y Zeiger, 2014) (Figura I6). 

 

Figura I6. Representación esquemática de la estructura macromolecular de la lignina y sus principales 

monolignoles. Figura adaptada de Serrano y col. (2019). 

 1.3 Enzimas lignocelulolíticas 

A pesar de las perspectivas prometedoras de la lignocelulosa para ser aprovechada en 

biorefinerías, su naturaleza recalcitrante y los altos costos de procesamiento suelen limitar su 

uso. Para abordar este problema, son vitales los estudios sobre enzimas lignocelulolíticas que 

podrían servir como herramientas para llevar a cabo su hidrólisis sostenible generando productos 

bien definidos. Existen diversas enzimas capaces de degradar lignocelulosa. Por ejemplo, las 

lacasas y peroxidasas son enzimas activas sobre la fracción de lignina. Por otro lado, las enzimas 
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celulasas y hemicelulasas que actúan sobre los polisacáridos, son las más estudiadas. En 

particular, aquellas enzimas provenientes de fuentes fúngicas han sido más investigadas que las 

fuentes bacterianas, que han comenzado a explorarse más recientemente (Chukwuma y col., 

2020). 

Las enzimas activas sobre carbohidratos se encuentran clasificadas en la base de datos CAZy 

(www.cazy.org), que las agrupa en familias según su secuencia aminoacídica y estructura 

tridimensional, por lo cual se las conoce como CAZimas. La base de datos CAZy se actualiza 

constantemente y agrupa (a la fecha de esta Tesis) a 189 familias de glicosilhidrolasas (GHs), 

135 familias de glicosiltransferasas (GTs), 43 familias de liasas de polisacáridos (PLs), 16 familias 

de esterasas de carbohidratos (CEs), 17 familias de actividades auxiliares redox (AA) y 101 

familias de módulos de unión a carbohidratos (CBM) no catalíticos asociados. Dentro de una 

familia dada, los residuos clave del sitio activo, el mecanismo catalítico y el plegamiento 

tridimensional general están estrictamente conservados. A su vez algunas familias se agrupan 

adicionalmente en clanes sobre la base de un mecanismo catalítico conservado y una estructura 

terciaria. Sin embargo, la especificidad del sustrato es más compleja de predecir porque muchas 

familias son "poliespecíficas", es decir, abarcan miembros con perfiles de actividad distintos. Por 

lo tanto, se ha demostrado que la división adicional en subfamilias es beneficiosa para clarificar 

funciones (Grondin y col., 2017). 

Las CAZimas que se encuentran caracterizadas bioquimicamente son clasificadas según el 

mecanismo de reacción y la especificidad del sustrato y se les asigna un número EC por parte de 

la Comisión de Enzimas de la Unión Internacional de Bioquímica y Biología Molecular (IUBMB) 

(Wilkens y col., 2017). Si dos enzimas llevan a cabo la misma actividad, se les asigna el mismo 

número EC, aunque pertenezcan a diferentes familias según CAZy. Una enzima puede tener 

varios números EC si posee diversas actividades bioquímicas confirmadas (Webb, 1992). En 

particular, las GHs identificadas con el número (EC 3.2.1.-) son un grupo ampliamente distribuido 

de enzimas que hidrolizan el enlace glicosídico entre dos o más carbohidratos o entre un 

carbohidrato y una molécula que no es un carbohidrato (Li y col., 2021). 

Las GHs hidrolizan los enlaces glicosídicos con retención o inversión del centro anomérico. Estos 

mecanismos dependen de residuos catalíticos que actúan como donantes de protones y 

nucleófilos/bases. En el mecanismo de inversión, el residuo ácido protona el oxígeno glicosídico, 

seguido por el ataque nucleofílico de una molécula de agua desprotonada por el residuo básico. 

En contraste, en el mecanismo de retención, la reacción ocurre en dos pasos, involucrando en 

primera instancia residuos catalíticos que conducen a la formación de un intermediario covalente 
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como resultado de la acción del residuo ácido, que protona al oxígeno glicosídico mientras que 

el residuo básico realiza un ataque nucleofílico en el carbono anomérico. En el segundo paso, el 

primer residuo catalítico ahora actúa como una base y desprotona una molécula de agua entrante, 

que hidroliza el intermediario glicosil-enzima (Lagaert y col., 2014). 

Entre las enzimas que actúan hidrolizando la celulosa están las β-1,4-endoglucanasas (EC 

3.2.1.4), que actúan en las regiones internas de la cadena de celulosa, principalmente en las 

regiones amorfas; las celobiohidrolasas desde el extremo reductor (EC 3.2.1.176) y desde el 

extremo no-reductor (EC 3.2.1.91), liberando celobiosa como producto principal y las β-1,4-

glucosidasas (EC 3.2.1.21), que actúan sobre los celo-oligosacáridos y la celobiosa, liberando 

glucosa (Houfani y col., 2020).  

Por otro lado, dada la naturaleza heterogénea de la hemicelulosa, existe una gran diversidad de 

GHs que actúan sobre este polisacárido y suelen distinguirse entre aquellas que actúan sobre la 

cadena principal y las que actúan removiendo las sustituciones que contiene (Houfani y col., 

2020). Las hemicelulasas que actúan sobre el xilano son las β-1,4-endoxilanasas (EC 3.2.1.8), 

que hidrolizan los enlaces β-1,4 entre las moléculas de xilosa de la cadena principal de xilano, 

generando xilooligosacáridos (XOS) y en algunos casos xilosa como productos de hidrólisis, y las 

β-xilosidasas (EC 3.2.1.37) que liberan xilosa a partir de xilobiosa y XOS, completando la 

degradación (Javier y col., 2007). Además, existen múltiples enzimas accesorias que actúan 

sobre las cadenas laterales. En particular, las α-glucuronidasas (EC 3.2.1.139) son enzimas 

activas sobre las sustituciones de ácido glucurónico o metil-glucurónico, que está presente en 

glucuronoxilanos, o glucurono-xilooligosacáridos (GXOS) y las α-L-arabinofuranosidasas (EC  

3.2.1.55)  hidrolizan las sustituciones de arabinosa en la cadena de arabinoxilanos o arabino-

xilooligosacáridos (AXOS) (Figura I7) (Juturu y Wu, 2013). 
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Figura I7. Esquema representativo de la degradación enzimática de arabinoxilano y glucuronoxilano. Las 

flechas indican sitios de corte de enzimas β-1,4-endoxilanasas (anaranjado), α-L-arabinofuranosidasas 

(verde), α-D-glucuronidasas (azul) y β-1,4-xilosidasas (marrón). NR: extremo no reductor; R: extremo 

reductor; n: grado de polimerización. Convención de representación monosacáridos adoptada de Symbol 

Nomenclature for Glycans (SNFG). Figura adaptada de Garrido (2022). 

1.3.1 Enzimas α-L-arabinofuranosidasas 

Entre las enzimas accesorias más relevantes para la despolimerización y valorización de la 

hemicelulosa se encuentran las α-L-arabinofuranosidasas (Abfs). Las enzimas con actividad α-L-

arabinofuranosidasa, EC 3.2.1.55, catalizan la hidrólisis de los residuos de α-L-arabinosa 

terminales de enlaces α(1-2), α(1-3) y α(1-5) en el extremo no-reductor de AX, AXOS, arabinanos 

y/o arabinogalactanos. Otras enzimas con actividad sobre estos polisacáridos son las α -L-

endoarabinofuranosidasa/α-L-arabinasa (EC 3.2.1.99) que hidrolizan los enlaces α(1-5) entre 

n n 
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moléculas de L-arabinosa en la cadena principal de arabinanos (Thakur y col., 2019; Wilkens y 

col., 2017). 

De acuerdo a la especificidad del sustrato, las Abfs han sido clasificadas en tres tipos: Las Abfs 

de tipo A (AbfA) son solo activas en sustratos pequeños, por ejemplo, 4-nitrofenil α-L-

arabinofuranósido (pNP-A) y AXOS, mientras que las Abf de tipo B (AbfB) tienen actividades 

equivalentes tanto en sustratos pequeños y como en sustratos poliméricos (por ejemplo, AXs o 

arabinano sustituido), finalmente las Abf de tipo C (AbfC) son específicas para  AXs y se conocen 

como AX-α-L-arabinofuranohidrolasas (AXHs) (Poria y col., 2020). En la base de datos CAZy, las 

Abfs se distribuyen en actualmente en siete familias de GHs: GH 2, 3, 43, 51, 54, 62 y la 

recientemente incluida y menos estudiada, GH159 (Long y col., 2024). 

La mayoría de esas familias tienen diversas actividades además de α-L-arabinofuranosidasa 

(EC:3.2.1.55) (www.cazy.com). Las Abfs de familias GH2 y GH3 poseen un mecanismo catalítico 

similar y agrupan enzimas con múltiples actividades incluyendo β-glucosidasas, β-galactosidasas 

y β-xilosidasas (Poria y col., 2020). Asimismo, las GH43 son una familia extensa con enzimas 

involucradas en doce actividades diferentes relacionadas con la degradación de hemicelulosa o 

pectina (Long y col., 2024). Algunas de las Abfs pertenecientes a la familia GH43 también pueden 

presentar actividad α-xilosidasa y β-1,3-xilosidasa y se han reportado enzimas que pueden 

hidrolizar α-L-arabinosas de xilosas disustituidas. Por otra parte, las GH62 presentan 

mayoritariamente actividad α-L-arabinofuranosidasa aunque se han descripto algunas con 

actividad β-1,4-endoxilanasa, las Abfs de esta familia típicamente tienen un peso molecular bajo 

y liberan selectivamente L-arabinosa hidrolizando enlaces α(1-2) o α(1-3) desde residuos de 

xilosa monosustituidos en AXs y arabinano ( Lagaert y col., 2014; Long y col., 2024). La familia 

GH54 contiene Abfs, β-galactosidasas y/o β-1,4-xilosidasas y todas ellas han sido aisladas a 

partir de hongos (Long y col., 2024). Algunas enzimas pertenecientes a esta familia pueden tener 

actividad sobre arabinano y AXOS, e incluso algunas pueden ser activas sobre sustituciones 

simples o dobles de arabinosa en AX de trigo. 

Finalmente, en la base de datos CAZy la familia GH51 cuenta actualmente con 10394 enzimas 

de las cuales se han caracterizado 108 (www.cazy.org). Dentro de las actividades reportadas 

para la familia se encuentra, además de la actividad α-L-arabinofuranosidasa (EC 3.2.1.55), las 

actividades AX exo-α-1,3-L-arabinofuranosidasa (EC 3.2.1.-), β-1,4-xilosidasa (EC 3.2.1.37), 

endo-β-1,4-glucanasa (EC 3.2.1.4), endo-β-1,3(4)-glucanasa (EC 3.2.1.6), endo-β-1,4-xilanasa 

(EC 3.2.1.8) y celobiohidrolasa (EC 3.2.1.91). Recientemente la base de datos CAZy incluyó la 

clasificación de las GH51 en 14 subfamilias (SF), lo cual permitió una mejor asociación de las 

http://www.cazy.org/
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secuencias a las actividades enzimáticas predichas. La actividad Abf (EC 3.2.1.55) se encuentra 

en enzimas de la SF 1 y 2. Es notable que hasta el momento solo se han caracterizado 

bioquímicamente enzimas de las subfamilias 1, 2 y 3 (GH51_1, GH51_2, GH51_3) 

(www.cazy.org/GH51_characterized). 

Las Abfs pertenecientes a la familia GH51 suelen encontrarse en bacterias, hongos y plantas 

(Long y col., 2024). De acuerdo a análisis realizados con el software SignalP las Abfs de plantas 

y hongos son secretadas, contrariamente a las Abfs de bacterias que suelen ser intracelulares 

(Lagaert y col., 2014).  

La mayoría de las Abfs de esta familia (GH51) liberan arabinosa de AX, AXOS, arabinano y 

arabino-oligosacáridos (AOS). Sin embargo, la preferencia por los diferentes sustratos puede 

variar: algunas prefieren AOS sobre AXOS, varias son solo activas sobre oligosacáridos e 

inactivas sobre los polisacáridos AX o arabinano y en general, la mayoría es más activa sobre 

arabinanos sustituidos, que presentan enlaces α(1-3) y α(1-5), que sobre el arabinano lineal, que 

solo está conformada por uniones α(1-5) (Lagaert y col., 2014).  

Los sustratos AX y AXOS pueden tener L-arabinosas unidas a xilosas en enlaces α(1-2) o α(1-3), 

así como xilosas doblemente sustituidas. En ese sentido, se ha reportado que, al igual que en la 

familia GH43 y GH54, algunas Abfs de la familia GH51 pueden presentar actividad sobre dobles 

sustituciones de arabinosa en AX o AXOS, lo cual sugiere que son enzimas más generalistas 

contrario a lo observado en enzimas de la familia GH62 que actúan únicamente en sustituciones 

simples (dos Santos y col., 2018; Lagaert y col., 2014). Las Abfs de la familia GH51 actúan a 

través de un mecanismo de retención de la configuración anomérica mediante un doble 

desplazamiento, similar a lo observado en las familias GH2, GH3 y GH54. Su acción catalítica 

implica a dos residuos de glutamato que están en las hojas β-4 y β-7, respectivamente, uno de 

ellos actúa como donante de protones y el otro como base y hacen parte del dominio catalítico 

que tiene estructura de barril (β/α)8 (Poria y col., 2020) que a su vez, típicamente está asociado 

a un dominio β-sándwich ubicado en su extremo carboxilo terminal y le confiere estabilidad  (dos 

Santos y col., 2018). 

Las Abfs tienen una amplia gama de potenciales aplicaciones en diversos campos 

biotecnológicos. En la industria alimentaria se ha propuesto su utilidad en la fabricación de pan 

(Zhou y col., 2019), la clarificación de jugos de frutas (İlgü y col., 2018) y para enriquecer el sabor 

del vino (Michlmayr y col., 2012). Además, se emplean en cócteles de hemicelulasas para mejorar 

de la digestibilidad de alimento en la industria ganadera (Cozannet y col., 2017), así como en la 
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industria papelera (Numan y Bhosle, 2006). A su vez, la arabinosa, que puede ser liberada por 

las Abfs a partir de diferentes materias primas agrícolas, inhibe la sucrasa intestinal y puede 

actuar como agente antiglicémico en animales (Seri y col., 1996). Además, se están investigando 

sus posibles aplicaciones en la producción de compuestos antimetastásicos y anticarcinogénicos 

(Numan y Bhosle, 2006). 

1.4 Microorganismos degradadores de la biomasa vegetal 

Los microorganismos están dispersos en los hábitats más diversos y extremos de la tierra. En 

particular, los microorganismos capaces de adquirir nutrientes a partir de los polímeros que 

componen la pared celular vegetal han desarrollado mecanismos muy eficientes para hidrolizar 

esta estructura compleja y recalcitrante. Por esto se  consideran fuentes  de enzimas 

lignocelulolíticas excepcionalmente diversas y multifuncionales (Thapa y col., 2020). 

Se ha identificado una gran variedad de microorganismos, incluyendo hongos, arqueas y 

bacterias, como actores clave en la degradación de biomasa vegetal. Los hongos, en particular, 

han sido objeto de intensa investigación debido a su capacidad para liberar una amplia gama de 

enzimas en el medio extracelular, lo que facilita su aplicación industrial, algunos de los géneros 

más estudiados dentro de los mayores productores industriales de estas enzimas incluyen 

Aspergillus, Trichoderma, Penicillium, Fusarium y Rhizopus. Por otro lado, algunas arqueas con 

actividad lignocelulolítica prosperan en entornos extremos caracterizados por altas temperaturas, 

pH y salinidad, debido a su marcada termoactividad y termoestabilidad, son candidatas 

potenciales para aplicaciones industriales que demandan condiciones extremas, como el 

pretratamiento y la conversión de biomasa vegetal. Algunos ejemplos de arqueas 

lignocelulolíticas se incluyen en los géneros Pyrococcus, Sulfolobus, Thermogladius, y 

Thermofilum. Además, debido a su capacidad para adaptarse a cambios de pH y temperatura, 

una mayor flexibilidad en la demanda de oxígeno y su potencial uso en ingeniería genética, las 

bacterias también son fuente importante para la producción de lignocelulasas. La gran mayoría 

de estas bacterias se reportan en géneros como Bacillus, Acinetobacter, Clostridium, 

Pseudomonas y Cellulomonas  (Benatti & Polizeli, 2023).  

En la siguiente sección se describen las características del microorganismo objeto de estudio en 

este trabajo de Tesis: Cellulomonas sp. B6. 
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1.4.1 Cellulomonas sp. B6  

El género Cellulomonas está compuesto por bacterias Gram-positivas que desempeñan un papel 

crucial en la degradación de las paredes celulares de las plantas (Zverlov y Schwarz, 2008). En 

investigaciones anteriores llevadas a cabo en el Laboratorio de Enzimas Agroindustriales (EAB), 

se aisló la cepa Cellulomonas sp. B6, desde una muestra de suelo de bosque subtropical nativo 

de la provincia de Misiones (Campos y col., 2014). Dicho aislamiento ha demostrado tener un 

papel significativo en la degradación de biomasa lignocelulósica lo que lo convierte en un 

candidato potencial como fuente de enzimas para la formulación de cócteles enzimáticos 

rentables (Piccinni y col., 2019; Ontañon y col., 2021). El genoma de esta cepa fue secuenciado, 

identificándose 205 secuencias codificantes de posibles CAZimas, entre las cuales se 

identificaron 91 GH y, de estas, 48 serían potencialmente activas sobre celulosa y/o hemicelulosa 

(Piccinni y col., 2016). Entre las activas sobre xilanos, se identificaron 8 β-1,4-endoxilanasas (7 

pertenecientes a las familias GH10 y una GH11), dos GH43 con probable actividad β-xilosidasa, 

una Abf de la familia GH62, y dos Abfs de la familia GH51 entre otras ( Piccinni y col., 2019). 

Además, mediante el análisis de las enzimas secretadas efectivamente en presencia de 

biomasas lignocelulósicas, se confirmó la secreción de las 7 endoxilanasas extracelulares, lo cual 

se correlaciona con la actividad xilanolítica de Cellulomonas sp. B6 (Ontañon y col., 2021). A 

partir de las enzimas predichas, cinco GH10 y las únicas GH11 y GH62 (CsAbf62A) han sido 

obtenidas por expresión recombinante en el laboratorio y caracterizadas bioquímicamente 

(Garrido y col., 2022; Ontañon y col., manuscrito en preparación). Se determinó que la 

combinación de una de las GH10 (CsXyn10A), con la GH62 (CsAbf62A) mejoró la degradación 

de arabinoxilano de trigo (AX) a xilobiosa. Sin embargo, en las condiciones ensayadas, se logró 

la liberación de 35% de los residuos de arabinosa presentes en el AX, indicando que no todos los 

residuos de arabinosa fueron removidos (Garrido y col., 2022). 

Con base en estos antecedentes, en esta Tesis se propone el estudio, tanto bioinformático como 

la caracterización bioquímica de las Abfs putativas pertenecientes a la familia GH51 de 

Cellulomonas sp. B6. Se espera que los resultados obtenidos no solo contribuyan al 

entendimiento de la función y la estructura de las Abfs de la familia GH51, sino que también 

brinden perspectivas útiles para su aplicación en procesos biotecnológicos orientados a la 

transformación eficiente de la biomasa lignocelulósica. 
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Hipótesis  

Enzimas de la familia GH51, expresadas de forma recombinante, presentan actividad α-L-

arabinofuranosidasa sobre arabinoxilanos y/o sobre los arabino-xilooligosacáridos y actuarán de 

manera sinérgica con β-1,4-endo-xilanasas para mejorar la deconstrucción de arabinoxilanos. 

Objetivos  

El objetivo general es el desarrollo de bioprocesos enzimáticos para la deconstrucción eficiente 

de la fracción de xilano para la obtención de xilosa, arabinosa y XOS. Para ello, se proponen los 

siguientes objetivos específicos (OE): 

● OE1- Caracterización in silico de secuencias putativas de GH51 identificadas en un 

estudio genómico previo de un aislamiento bacteriano celulolítico (Cellulomonas sp. B6).  

● OE2- Clonado, expresión recombinante y purificación de secuencias codificantes para 

arabinofuranosidasas GH51. 

● OE3- Caracterización bioquímica de las enzimas purificadas.  

● OE4- Evaluación de la actividad enzimática de las enzimas seleccionadas sobre 

arabinoxilanos, en combinación con xilanasas previamente caracterizadas. 
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2. MATERIALES Y MÉTODOS 

2.1 Esquema general de trabajo  

 

Figura M1: Esquema general de trabajo.  

2.2 Medios y soluciones  

La composición de las soluciones utilizadas en esta Tesis se detalla en las tablas M1. Para los 

cultivos bacterianos se utilizó el medio Luria Bertani (LB) (bactotriptona 15 g/L, extracto de 

levadura 5 g/l, NaCl 10 g/L), suplementado con agar (15 g/L) en el caso de medio sólido. El medio 

de cultivo LB fue esterilizado mediante autoclave (121°C, 30 min) y almacenado a 4ºC hasta su 

uso. Según lo requerido, se añadieron los antibióticos indicados en cada caso: ampicilina (Amp), 

kanamicina (Km), gentamicina (Gm) y cloranfenicol (Cm) en concentraciones finales de 100, 50, 

50 y 34 μg/mL respectivamente. 
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Tabla M1: Soluciones y Buffers utilizados en el trabajo de Tesis 

Solución/Buffer Reactivo Concentración 

Buffers 

Buffer TAE 1X 

Tris-HCl pH 8 40 mM 

EDTA disódico 1 mM 

Ácido acético  20 mM 

Buffer Laemmli 1X 

Tris-Base 3 g/L 

Glicina 14.4 g/L 

SDS 1 g/L 

Buffer cracking 1X 

Tris pH 6,8 50mM 

Betamercaptoetanol 10mM 

SDS 2% 

Buffer de lisis pH 8 

(IMAC) 

Glicerol 10% 

NaCl 300 mM 

Imidazol 10 mM 

Buffer de lavado pH 8 (IMAC) 

NaH2PO4 pH 8 50 mM 

NaCl 300 mM 

Imidazol 20 mM 

Buffer de elución pH 8 (IMAC) 

NaH2PO4 pH 8 50 mM 

NaCl 300 mM 

Imidazol 250 mM / 500mM 

Gel SDS-PAGE 

Resolución 10% (10 mL) 

Acrilamida-

bisacrilamida 
40% 

Tris pH 8,8 1,5 M 

SDS 10% (p/v) 

APS 10% 

Temed 0,004 (mL) 

H2Odd 4.8 (mL) 

Apilamiento 5% (5 mL) 

Acrilamida-

bisacrilamida 
40% 

Tris pH 8,8 0,5 M 

SDS 10% (p/v) 

APS 10% 

Temed 0,005 (mL) 

H2Odd 3 (mL) 
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Soluciones 

Soluciones 

para preparar 

células 

quimio- 

competentes  

TFBI 

Acetato de potasio 30 mM 

KCl 100 mM 

CaCl2 (2H2O) 10 mM 

MnCl2 (4H2O) 50 mM 

Ácido Acético 0,2 N 

TFBII 

Mops 30 mM 

KCl 10 mM 

CaCl2 (2H2O) 75 mM 

Glicerol 15% 

NaOH (pH 7 a 7,5) hasta pH 

 

Azul de Coomassie 

Coomassie Blue R-

250 (Thermo Fisher 

Scientific) 

2,5 g/l 

Etanol 45% (v/v) 

Ácido acético glacial 10% (v/v) 

Solución Decolorante 
Etanol 20% (v/v) 

Ácido acético glacial 115% (v/v) 

Solución de corrida (TLC) (25 mL) 

H2Odd 6,25 mL 

Ácido acético glacial 6,25 mL 

Butanol 12,5 mL 

Solución reveladora (TLC) (46.5 mL) 

Ácido sulfúrico 1,5 mL 

Etanol absoluto 35 mL 

H2Odd 10 mL 

Orcinol 1% (p/v) (0.4 g) 

 

 

 

 

DNS 

Ácido 3,5-

dinitrosalicílico 
30 mM 

NaOH 0,33 M 

Tartrato de sodio y 

potasio 
0,7 M 

Fenol (50 °C) 0,005% (v/v) 

Metabisulfito de 

sodio 
30mM 

 H2Odd: agua destilada 
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2.3 Caracterización in silico  

2.3.1 Contexto genómico y análisis de secuencias codificantes.  

El genoma de Cellulomonas sp. B6 se encuentra en la base de datos del NCBI, bajo el número 

de acceso LNTD00000000.1 (Piccinni y col., 2016). Se realizó el análisis del contexto genómico 

de las secuencias de genes ATM99_02705 y ATM99_05450 codificantes de las secuencias 

KSW14247.1 y KSW29942.1 respectivamente, partiendo de la anotación del genoma en la 

plataforma RAST (Aziz y col., 2008) para determinar si podrían estar formando parte de regiones 

de utilización de polisacáridos. Finalmente, para evaluar la presencia de los genes como parte de 

operones se utilizó la herramienta FGENESB disponible en www.softberry.com. 

 

A su vez, las secuencias ATM99_02705 y ATM99_05450 fueron analizadas mediante la 

herramienta Rare Codon Analyzer (“Rare Codon Analysis - Online Calculation and Plot Tool - 

BiologicsCorp”), para estudiar el posible uso de codones en E. coli según la estimación del índice 

de adaptación de codones (CAI). 

2.3.2 Análisis de módulos y dominios conservados  

Para la identificación y clasificación de dominios de degradación de carbohidratos presentes en 

las secuencias de proteínas KSW14247.1 y KSW29942.1, se utilizó el servidor dbCAN3. Con este 

propósito, se aplicaron dos herramientas distintas: HMMER y DIAMOND. HMMER se empleó con 

parámetros específicos (E-Value < 1e-15, coverage > 0,35) para buscar dominios de degradación 

de carbohidratos en las secuencias de proteínas, utilizando un modelo oculto de Markov (HMM). 

Por otro lado, DIAMOND se utilizó con parámetros definidos (E-Value < 1e-102) para comparar 

las secuencias de proteínas con la base de datos “Carbohydrate Active Enzymes” (CAZy: 

www.cazy.org) y encontrar similitudes significativas con enzimas de degradación de 

carbohidratos conocidas.  

La información de categorización de actividad obtenida en dbCAN3 se contrastó con las bases 

de datos CAZy y ExplorEnz (www.enzyme-database.org) con el objetivo de predecir posibles 

sustratos de las proteínas. 

 

En complemento al análisis previo, las secuencias KSW14247.1 y KSW29942.1 se analizaron 

utilizando la herramienta "Conserved Domain Database" (CDD) de NCBI disponible en 

www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/cdd.shtml. Este enfoque permitió una evaluación más 

exhaustiva de las secuencias de proteínas en busca de dominios conservados y regiones 

funcionales específicas. 

http://www.softberry.com/
https://paperpile.com/c/VasZVp/CqB2K
https://paperpile.com/c/VasZVp/CqB2K
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2.3.3 Presencia de péptido señal y parámetros de las proteínas 

Para la predicción de péptido señal, se utilizó la herramienta SignalP 6.0 disponible en 

https://services.healthtech.dtu.dk/services/SignalP-6.0/,  a su vez la predicción de los parámetros 

(peso molecular, punto isoeléctrico y número de aminoácidos) de las secuencias KSW14247.1 y 

KSW29942.1 se utilizó la herramienta Protparam disponible en 

https://web.expasy.org/protparam/.  

2.3.4 Alineamiento múltiple  

Se realizó un alineamiento múltiple utilizando la plataforma Clustal ω (Thompson y col., 2002), 

comparando las secuencias KSW14247.1 y KSW29942.1 con las secuencias de GH51 

previamente caracterizadas con números de acceso Genbank: AEE64774.1 (Moon y col., 2011), 

CAA76421.2 (Debeche y col., 2000), AEE47435.1(Yang y col., 2015), AWM96407.1 (Gao y col., 

2018), ABI34800.1 (Canakci y col., 2007), AAD45520.2 (Gilead y Shoham, 1995), la GH43 

CAA99595.1 (Komeno y col., 2019) y las putativas GH51 con números de acceso Genbank: 

ACV59898.1(Mavromatis y col., 2010) y ABQ46651.1 (Zhaxybayeva y col., 2009). El alineamiento 

se visualizó utilizando la plataforma Esprit 3.0 (Robert y Gouet, 2014).  

2.3.5 Porcentaje de identidad de secuencias y agrupamiento en redes de 

subfamilias 

Con el objetivo de representar los porcentajes de identidad entre todas las secuencias detalladas 

en el alineamiento múltiple se implementó un algoritmo en el lenguaje de programación Python 

en el que se incorporó la herramienta BlastP desde la plataforma NCBI de manera local en el 

subset de secuencias alineadas.   

Se incorporó al algoritmo previo la función de elaboración de una red de subfamilias de la familia 

GH51 y el agrupamiento de las secuencias KSW14247.1 y KSW29942.1 en dichas subfamilias, 

para esto se utilizó una base de datos de secuencias proteicas de putativas GH51 obtenidas de 

un estudio metagenómico (Dionisi y col., 2023). Se construyó una red en la cual las secuencias 

proteicas se enlazan entre sí solo en caso de tener al menos 75% de identidad de secuencia. 

Inicialmente, se obtuvo una componente gigante que visualiza todas las secuencias del conjunto 

de datos representadas por cada nodo. Posteriormente, se filtró la red para enfocar la 

visualización únicamente en las proteínas que contienen al menos un enlace, superponiendo la 

visualización con la diferenciación en clusters de las diferentes subfamilias. Para lograr esto, se 

https://services.healthtech.dtu.dk/services/SignalP-6.0/
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utilizaron secuencialmente los layouts: Multigravity Forced Atlas 2 y Circle Pack, este último 

requiere la incorporación de atributos de cada secuencia como jerarquías de ordenamiento en 

las cuales se utilizó en su orden: la clasificación de subfamilias, el algoritmo de detección de 

comunidades Louvain (Barabási, 2016)  y el grado pesado de los nodos que conforman la red. 

Finalmente, se aplicó un último filtro para visualizar todos los nodos que están enlazados a 

cualquier distancia de los nodos que representan a las secuencias KSW14247.1 y KSW29942.1 

La red se elaboró con la librería de Python: Networkx (Hagberg y Conway, 2020), la visualización 

se realizó con el software Gephi (Bastian y col., 2009).  

2.3.6 Modelado molecular de la estructura tridimensional.  

El modelado de la estructura tridimensional se llevó a cabo con dos estrategias, utilizando en 

principio la plataforma I-TASSER (Zhou y col., 2022), que realiza modelados con una estrategia 

de threading, y complementariamente se utilizó el algoritmo de AlphaFold 2 basado en redes 

neuronales (Bisong, 2019). Se utilizaron las métricas Qualitative Model Energy ANalysis 

(QMEAN) y Template Modeling score (TM-score) para comparar y seleccionar los modelos más 

precisos y representativos de las estructuras correspondientes a las secuencias KSW14247.1 y 

KSW29942.1. La visualización de dichos modelos se realizó utilizando el software VMD 

(Humphrey y col., 1996), con el cual es posible visualizar la estructura tridimensional de las 

proteínas y detallar la ubicación espacial del “bolsillo” catalítico. 

 2.4 Clonado, expresión recombinante y purificación  

2.4.1 Extracción de ADN genómico de Cellulomonas sp. B6 

A partir de colonias de Cellulomonas sp. B6 se inocularon 3 mL de medio LB líquido y se 

incubaron durante 16 h a 37 °C y 200 rpm (2 réplicas). Se tomaron los 3 mL de cada muestra y 

se realizó extracción de ADN genómico utilizando el kit Inbio Highway ADN puriprep-B k1209. 

(Inbio Highway®) siguiendo el protocolo específico para bacterias Gram positivas. 

2.4.2 Amplificación de secuencias codificantes por reacción en cadena de la 

polimerasa (PCR). 

La amplificación por reacción en cadena de la polimerasa (PCR) (Mullis, 1990) de la secuencias 

codificantes de KSW14247.1 y KSW29942.1, se realizó con los cebadores (primers) específicos 

Af247FBam/Af247RHind y Af942FBam/Af942RHind, respectivamente. Con el objetivo de clonar 

las secuencias en el vector pET28a(+), cada set de cebadores se diseñó  agregando los sitios de 

restricción para BamHI en primer sentido positivo (forward) y HindIII en primer anti sentido 

(reverse) (Tabla M2). 
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Tabla M2: Cebadores utilizados y tamaño esperado de productos de amplificación. Los segmentos de 

secuencia subrayados corresponden a los sitios de restricción de BamHI y HindIII. 

Gen (proteína) Cebador Secuencia Tamaño de amplicón 

ATM99_02705 

(KSW14247.1) 

Af247FBam ggatccatgaccgcccacgccaccgt 
1539 pb 

Af247Rhind aagctttcagacgagcgtcgcggtc 

ATM99_05450 

(KSW29942.1) 

Af942FBam ggatccgtgtccgaccagctgaccgcc 
1527 pb 

Af942RHind aagctttcaggcgagcgtgagcgacag 

 

Las reacciones de PCR se llevaron a cabo en termociclador T100 (Biorad), utilizando un volumen 

final de 25 μL. El protocolo de amplificación constó de una desnaturalización inicial a 95°C durante 

5 minutos, seguida de 35 ciclos de desnaturalización a 95°C durante 30 segundos, hibridación en 

dos temperaturas (60°C y 65°C) durante 30 segundos y extensión a 72°C durante 2 minutos. 

Después de los ciclos de PCR, se programó una extensión final de 10 minutos a 72°C. La 

amplificación se realizó utilizando la polimerasa GoTaq G2 de Promega (GoTaq® G2 DNA 

Polymerase). La mezcla completa para la reacción de amplificación incluyó el buffer de reacción 

GoTaq® a una concentración de 1x, deoxiribonucleótidos trifosfato (dNTPs) a 0,2 mM, cebadores 

a 0,4 μM y ADN genómico a una concentración de 7,3 ng/μL. Además, se agregó dimetilsulfoxido 

(DMSO) al 2,5% para mejorar la eficiencia de la amplificación de las secuencias de Cellulomonas 

sp. B6. 

2.4.3 Purificación de productos de PCR 

La separación de segmentos de ADN por electroforesis se realizó en gel de agarosa 0,8% en 

buffer TAE 1X, en un campo eléctrico entre 80 a 100 V, se agregó bromuro de etidio 0,5 μg/ml 

para la visualización de las bandas con luz UV, las mismas se identificaron de acuerdo al tamaño 

esperado por comparación con el marcador de peso molecular 1 kb de Promega. Las bandas de 

interés se escindieron del gel para purificar el ADN siguiendo las instrucciones de un kit comercial. 

(Clean-up with wizard ® SV for gel and PCR other articleg headline, 2002). 



 

38 
 

2.4.4 Preparación de células competentes Escherichia coli  

2.4.4.1 Preparación de células competentes E. coli DH5α 

Inicialmente, se plaquearon bacterias de la cepa E. coli DH5α en medio LB agar. Una vez 

seleccionada una colonia aislada, se incubó en 5 mL de medio LB líquido durante toda la noche 

a 37 °C y agitación a 200 rpm. Posteriormente, se realizó una dilución 1/50 en 200 mL de medio 

LB precalentado a 37 °C, el cultivo se incubó agitando hasta alcanzar una densidad óptica a 600 

nm (DO600) de 0,6. Tras enfriar durante 5 minutos en hielo, se centrifugó a 4°C durante 10 minutos 

a 4000 rpm y se descartó el sobrenadante. Se resuspendió cada pellet en 20 mL de solución 

TFBI, enfriando nuevamente durante 5 minutos antes de centrifugar a 4°C por otros 10 minutos 

a 4000 rpm. Luego, se suspendió el precipitado en 2 mL de solución TFBII y se mantuvo en hielo 

durante 5 minutos. Se reservaron alícuotas a -80 °C para su conservación. 

2.4.4.2 Preparación de células competentes E. coli Rosetta y E. coli 

Arctic Express 

Se prepararon células competentes de las cepas E. coli Rosetta y E. coli Arctic Express, para lo 

cual se inocularon colonias de cada cepa en 2 mL de medio LB líquido, agregando Cm para E. 

coli Rossetta o Gm, para E. coli Artic Express (en las concentraciones previamente indicadas), 

seguido de una incubación a 37 °C y 200 rpm durante 16 horas. Posteriormente, se transfirieron 

100 μL de estos cultivos a 10 mL de medio LB líquido y se incubaron a 37°C y 200 rpm hasta 

alcanzar una DO600 de 0,45. 

 

Los cultivos se centrifugaron a 4000 g durante 10 minutos, y los precipitados resultantes se 

suspendieron en 5 mL de una solución fría de cloruro de calcio (CaCl2) 50 mM, disolviendo hasta 

homogeneizar. Tras un reposo en hielo durante 20 minutos, las células se centrifugaron 

nuevamente a 4000 g durante 5 minutos. Finalmente, se suspendieron los precipitados en 0,5 mL 

de solución de CaCl2 50mM para obtener las células competentes, que se utilizaron en el día. 

2.4.5 Transformación de células competentes de E. coli  

Alícuotas de 50 a 100 μl de células competentes se transformaron con, 50 a 100 ng de ADN de 

los plásmidos generados según se describió en la sección anterior en un volumen de hasta 5 o 

10 μL respectivamente. Después de una incubación de 20 minutos en hielo, las bacterias se 

sometieron a un shock térmico a 42°C durante 90 segundos antes de volver a colocarlas 

inmediatamente en hielo durante 10 minutos. A continuación, se realizó la etapa de recuperación 

celular agregando LB sin antibióticos e incubando en agitación a 37°C durante 60 minutos. 
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Posteriormente se plaqueó en LB-agar suplementado con los antibióticos correspondientes en 

función de la resistencia del plásmido empleado para la transformación: Amp para pGEM®-T 

Easy y Km para pET28a(+). Las placas se incubaron a 37°C durante 16 h. 

Para las etapas de clonado y amplificación plasmídica se emplearon células competentes E. coli 

DH5α. Para la expresión de proteínas recombinantes se emplearon células competentes de E. 

coli Rosetta y Arctic.  

2.4.6 Clonado de productos PCR en el vector pGEM®-T easy y pET28a(+). 

La ligación de los productos de amplificación por PCR se realizó incubando 50 ng de plásmido 

comercial pGEM®-T Easy con una relación molar vector:inserto de 1:3, en un volumen final de 

10 µL, utilizando la enzima T4 ADN ligasa y el buffer de ligación correspondiente (Rappid Buffer 

2X) (Promega). Se transformaron bacterias competentes de la cepa E. coli DH5α mediante shock 

térmico y se seleccionaron los clones positivos mediante el crecimiento en placas de LB agar-

Amp, utilizando isopropil-β-D-1-tiogalactopiranósido (IPTG)/ 5-Bromo-4-Chloro-3-Indolyl β-D-

Galactopyranoside (X-Gal) para identificar los clones positivos (colonias blancas). Se eligieron 

dos colonias positivas de cada construcción y se llevó a cabo la extracción del ADN plasmídico 

utilizando el kit comercial Wizard® Plus SV Minipreps (Promega). La integridad de los constructos 

se confirmó por secuenciación en el servicio de Macrogen, Seúl, República de Corea 

(https://dna.macrogen.com/) (Figura M1). 

Se seleccionó un plásmido con cada construcción correcta, denominados pGEMT-247 y pGEMT-

942, correspondientes a las secuencias codificantes de KSW14247.1 y KSW29942.1, 

respectivamente. Ambos plásmidos (1,6 μg y 1,2 μg, respectivamente) fueron tratados 

simultáneamente con las enzimas de restricción BamHI y HindIII, en reacciones de 30 µL con 1 

Unidad de cada enzima en el buffer apropiado para la actividad de ambas (Buffer E, Promega). 

Simultáneamente, con el propósito de clonar estos fragmentos en el vector de expresión 

pET28a(+), se llevó a cabo una reacción de restricción de 1,1 μg de pET28a(+) con las mismas 

enzimas (1 Unidad de cada enzima) en las mismas condiciones. Posteriormente, los fragmentos 

liberados y el plásmido cortado con ambas enzimas fueron purificados a partir de gel de agarosa 

0,8% utilizando el kit Wizard™ SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega). Se realizó la 

ligación con 10 ng de vector purificado en una relación molar vector: inserto 1:8, utilizando T4 

ADN ligasa y su buffer correspondiente (10X) (Promega).   

 

https://dna.macrogen.com/
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Figura M1: Esquema representativo de los pasos del proceso de clonado de insertos en pGEM®-T Easy. 

Figura realizada en plataforma Biorender (app.biorender.com) Referencias: Amp = Ampicilina. 

 

Con los productos de ligación resultante se transformaron nuevamente bacterias de la cepa E. 

coli DH5α competentes, las cuales se plaquearon en medio LB Agar-Km. Los clones positivos se 

identificaron mediante PCR de colonia (colony PCR). Para ello, se seleccionaron siete colonias 

de cada producto de ligación, y su ADN se extrajo mediante incubación en 30 µL de agua libre 

de nucleasas a 100 °C durante 5 minutos. Posteriormente, se llevó a cabo la PCR en un volumen 

final de 25 µL, utilizando una temperatura de hibridación de 60°C, tal como se describe 

detalladamente en la sección 2.4.2. Los clones positivos fueron identificados por PCR de colonia 

(colony PCR), para esto se seleccionaron 7 colonias y con el objetivo de extraer su ADN, se 

incubaron en 30 µL de agua libre de nucleasas a 100 °C durante 5 minutos, para luego realizar 

la PCR en volumen final 25 µL y temperatura de hibridación 60°C conforme lo descripto en la 

sección 2.4.2. Los productos de amplificación se analizaron en gel de agarosa 0,8%. Se 

seleccionaron 2 clones positivos de cada construcción a partir de los cuales se realizó la 

extracción del ADN plasmídico utilizando el kit Wizard® Plus SV (Promega) (Figura M2).  
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Con los plásmidos resultantes, denominados pET28a-247 y pET28a-942, se transformaron 

bacterias competentes E. coli Rossetta y E. coli Artic express y se plaquearon en LB agar Km/Cm 

y Km/Gm, respectivamente.   

 

Figura M2: Esquema representativo de los pasos del proceso de clonado de insertos en pET28a(+). Figura 

realizada en plataforma Biorender (app.biorender.com). Referencias: Km= Kanamicina. 

2.4.7 Expresión recombinante.  

2.4.7.1 Inducción 

Se utilizaron de 2 clones de E. coli Rosetta y E. coli Arctic Express conteniendo pET28a-247 o 

pET28a-942 respectivamente, los cuales fueron evaluados en función de su capacidad para 

expresar proteínas solubles y activas (Figura M3). 

Se inocularon colonias transformadas con los plásmidos pET28a-247 o pET28a-942, en 4 mL de 

LB- Km/Cm (E. coli Rosetta) o Km/Gm (E. coli Arctic Express), y se incubaron a 37 °C y 200 rpm 
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durante la noche. Posteriormente, se agregó 1 mL de cada cultivo a 50 mL de LB-Km y se incubó 

a 37°C hasta alcanzar una DO600 de 0,6. 

 

La expresión de las proteínas recombinantes se optimizó para la cepa E. coli Rosetta mediante 

variaciones en las condiciones de inducción, ensayando IPTG en diferentes concentraciones 

finales (0,1 a 0,5 mM) y dos temperaturas 20 °C y 30 °C. En el caso de la cepa E. coli Arctic 

Express, se utilizó una concentración final de IPTG 1mM a temperatura 13 °C, en ambos casos 

los cultivos inducidos se incubaron en agitación (200 rpm) durante la noche. Se tomaron alícuotas 

de 1 mL antes de la inducción (muestra sin inducir) y al finalizar la inducción (muestra inducido 

total). 

2.4.7.2 Lisis celular y análisis de solubilidad 

Luego de la incubación, de los 50 mL de cultivo inducido se cosecharon las células por 

centrifugación a 4000 g durante 20 min en frío y se descartó el sobrenadante. Se realizó la lisis 

celular, resuspendiendo las células en 4 mL de buffer de lisis a pH 8 y se sometieron a dos rondas 

de tratamiento térmico congelado y descongelado, a -80 °C y agua a temperatura ambiente, 

respectivamente. Posteriormente se agregó lisozima (1 mg/mL) y se incubaron las muestras en 

hielo durante 30 minutos. Las suspensiones se sonicaron en hielo, realizando 2 ciclos de 2 

minutos, con pulsos de 10 segundos a 30% de amplitud, La fracción citoplasmática soluble se 

recuperó por centrifugación a 10.000 g por 30 min a 4 °C. 

 

Posteriormente se analizó la solubilidad de las proteínas por electroforesis en gel de 

poliacrilamida desnaturalizante al 10% con agregado de SDS (SDS-PAGE) en buffer Laemmli 1X. 

Alícuotas (fracción soluble) de 50 µl con cracking buffer fueron desnaturalizadas a 100 ºC durante 

10 minutos previo a la siembra en el gel. Las proteínas se revelaron por tinción con Azul de 

Coomassie y solución decolorante. El peso molecular de las bandas se estimó con el marcador 

Blue Plus® Protein Marker (14 -120 kDa).  

2.4.7.3 Purificación 

A partir de la fracción soluble, se purificó la proteína recombinante mediante cromatografía de 

afinidad por iones (IMAC), con resina de níquel-agarosa (Ni-NTA Agarose, Qiagen), según el 

protocolo de The Qiaexpressionist (https://www.qiagen.com/us/resources). Se utilizó 1 mL de 

resina cada 4 mL de fracción soluble y se incubó 1 h con agitación suave a 4 °C. Luego de la 

incubación se pasó a la purificación en columna de vidrio de volumen apropiado. Se dejó decantar 

y descartó el percolado (flowthrough), tomando una alícuota. Se realizaron dos lavados con 5 mL 
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de buffer de lavado cada una y 5 eluciones con 0,5 mL buffer de elución (250 mM imidazol), 

seguida de una elución final (1 mL) utilizando buffer de elución- 500 mM imidazol. Se cuantificó 

la concentración de proteínas de las fracciones de elución resultantes utilizando los datos de peso 

molecular y coeficiente de extinción molecular de la proteína recombinante en un 

espectrofotómetro Nanodrop 1000 (Thermo Scientific) y la pureza de los mismos se evaluó en 

SDS-PAGE. 

 

 

Figura M3: Esquema de producción de proteínas recombinantes en E. coli.  Referencias: Km = Kanamicina, 

Gm = Gentamicina, Cn =Cloranfenicol. Figura realizada en plataforma Biorender (app.biorender.com), 

adaptada de Garrido y col. (2022). 

 2.5 Caracterización bioquímica y especificidad de sustrato 

2.5.1 Actividad arabinofuranosidasa 

Con el objetivo de cuantificar la actividad α-L-arabinofuranosidasa, se realizaron reacciones en 

un volumen final de 100 μL, utilizando el sustrato comercial p-nitrofenil-α-L-arabinofuranósido 

(pNP-A) en concentración final 2,5 mM, inicialmente en buffer citrato pH 6 y a 40 ºC con agitación 

a 300 rpm durante 10 minutos. En la prueba inicial de actividad se llevó a cabo un ensayo simple 

(1 réplica) utilizando la elución con la mayor concentración cuantificada después de la 
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purificación. Además, se incluyó un control positivo utilizando la enzima CsAbf62A (Garrido y col., 

2022) y un control sustrato (sin enzima). 

Las reacciones posteriores se detuvieron con 200 μL de carbonato de sodio (2% p/v) y 

posteriormente 200 μL de cada reacción se sembraron en micro placas, para medir la absorbancia 

a 410 nm en espectrofotómetro (Multiskan™ Sky Microplate Spectrophotometer). Se utilizó como 

estándar una curva patrón de p-nitrofenol (pNP), entre 0 y 1 mM, para determinar la concentración 

de pNP liberado en las reacciones como estimador de la actividad de la enzima.  

2.5.1.1 Cálculo de unidades enzimáticas con sustrato pNP-A. 

Las unidades enzimáticas (U/mL) se determinaron según la ecuación 1 (Ec.1) y se definen como 

la cantidad de enzima que libera 1 μmol de producto (pNP) en 1 min a la temperatura y pH de la 

reacción. 

  

𝑈𝑛𝑖𝑑𝑎𝑑𝑒𝑠 𝑒𝑛𝑧𝑖𝑚á𝑡𝑖𝑐𝑎𝑠 (
𝑈

𝑚𝐿
) =

(
𝜇𝑚𝑜𝑙

𝑚𝐿
𝑝𝑁𝑃)𝑥𝑉𝑟(𝑚𝐿)𝑥𝐹𝐷

𝑇(𝑚𝑖𝑛)𝑥𝑉𝑒(𝑚𝐿)
             Ec.1 

.  

Vr: volumen de reacción; T= tiempo de reacción; FD: factor de dilución del stock de enzima; Ve: volumen 

de enzima. 

 

La actividad específica de las enzimas purificadas (U/mg) se determinó con base a la 

cuantificación de la concentración de proteínas determinada por espectrofotometría (2.4.7.3). 

2.5.2 Determinación de condiciones óptimas de reacción de la enzima 

CsAbf51A 

Se determinaron las condiciones lineales de reacción, comenzando con la evaluación del tiempo 

y la concentración de enzima. Esto se realizó utilizando concentraciones de enzima entre 0,27 y 

4,40 μg/mL con 2 réplicas por cada dilución, incluyendo 1 control de enzima (Ce) y 1 control de 

sustrato (Cs). Además, se evaluaron tiempos de reacción de 5, 10, 15, 20, 25, 30 y 40 minutos, 

con 3 réplicas y Ce por cada tiempo, incluyendo 1 Cs. 

Para determinar las condiciones óptimas, se analizó el perfil de actividad en función del pH, Se 

analizó el rango de pH 3 a pH 11, a 40 ºC. utilizando diferentes buffers (a una concentración final 

50 mM); buffer citrato (pH 4 a 6), buffer fosfato (pH 6 a 11), y buffer citrato-fosfato (pH 3 a 8) 

(preparados según el Centro de Referencia de buffers de Sigma Aldrich 

(https://www.sigmaaldrich.com/AR/en/technical-documents/protocol/protein-biology/protein-

concentration-and-buffer-exchange/buffer-reference-center). Una vez determinado el pH óptimo, 

https://www.sigmaaldrich.com/AR/en/technical-documents/protocol/protein-biology/protein-concentration-and-buffer-exchange/buffer-reference-center
https://www.sigmaaldrich.com/AR/en/technical-documents/protocol/protein-biology/protein-concentration-and-buffer-exchange/buffer-reference-center
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se ensayó la actividad a diferentes temperaturas (35, 40, 45, 50, 55, 60, 70 ºC). Se emplearon 2 

réplicas para cada condición de pH y temperatura, incluyendo 1 Ce y 1 Cs. Con base en estos 

ensayos y la determinación de las condiciones óptimas, se calculó la actividad específica según 

lo descripto en la sección 2.5.1.1. 

 

Se evaluó también la estabilidad térmica de la enzima en solución, mediante la pre-incubación de 

la enzima a tres temperaturas diferentes (40, 45 y 50 ºC), con la toma periódica de muestras para 

la medición de la actividad en las condiciones óptimas de actividad previamente determinadas. 

Los ensayos para cada combinación de temperatura y tiempos de pre-incubación se realizaron 

utilizando 3 réplicas, un Ce y un Cs. Los resultados se expresaron como actividad enzimática 

residual, es decir, el porcentaje de actividad remanente en comparación con la actividad máxima 

alcanzada.  

2.5.3 Cinética enzimática 

Para determinar el tipo de cinética enzimática de CsAbf51A purificada sobre pNP-A se ensayó 

mediante la detección de liberación de pNP, en las condiciones óptimas de reacción, usando 

concentraciones de sustrato en un rango de 0,25 a 4 mM.  Para cada concentración de sustrato 

utilizado se emplearon 3 réplicas y se incluyó 1 Ce y 1 Cs. Posteriormente, se analizó el ajuste 

de los datos obtenidos al modelo de Michaelis-Menten utilizando el software GraphPad Prism 

versión 10 disponible en www.graphpad.com. A partir de este análisis, se determinaron los 

parámetros cinéticos KM, Vmax y Kcat, y además se calculó la eficiencia catalítica (Kcat/KM).  

2.5.4 Especificidad de sustrato 

2.5.4.1 Hidrolisis de arabinoxilooligosacaridos (AXOS) y arabinoxilano 

(AX) 

La hidrólisis de AXOS y AX se llevó a cabo utilizando los correspondientes sustratos en 

concentración final de 1 mg/mL y 5 mg/mL, respectivamente, en un volumen final de 20 y 50 µL, 

respectivamente. Las reacciones se realizaron a 40 ºC y 300 rpm, con una concentración final de 

enzima de 5 μg/mL en buffer citrato pH 6 (50 mM) durante 4 h, deteniendo la reacción 

desnaturalizando las proteínas a 100 ºC, 5 min. Se realizaron ensayos empleando 3 réplicas para 

cada sustrato utilizado, con su respectivo Cs y Ce. Los productos de hidrolisis se analizaron 

cualitativamente y cuantitativamente según se describe a continuación. 

http://www.graphpad.com/
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2.5.4.1.i Cromatografía en capa delgada (TLC) 

Para el análisis cualitativo de los productos por cromatografía en capa delgada (TLC), se siguió 

el protocolo descripto por Ontañon y col. (2018). Placas de sílica gel (Merk) secas fueron 

sembradas con 3 μL de muestra, su respectivo control sustrato (Cs) y los estándares de arabinosa 

y/o X1, XOS (X2 a X6), (0.25 mg/mL), según se indique en cada casa. Las muestras se sembraron 

a 1 cm del borde inferior de la placa, separadas entre sí por 1 cm. La placa se colocó en posición 

vertical dentro de una cuba de vidrio previamente saturada durante 2 horas con 25 mL de una 

solución de butanol, ácido acético y agua en una relación 2:1:1 (butanol: ácido acético: agua), 

permitiendo el ascenso del solvente por la placa, hasta alcanzar 1 cm por debajo del borde 

superior. La placa se retiró de la cuba, se dejó secar y posteriormente se repitió la corrida en las 

mismas condiciones. Finalmente se dejó secar nuevamente y se realizó el revelado por spray con 

una solución de orcinol 1% en ácido sulfúrico, etanol y agua (3:70:20). Una vez seca la placa, se 

aplicó calor utilizando una pistola de calor para revelar los azúcares. 

2.5.4.1.ii Cromatografía de intercambio aniónico de alto rendimiento 

con detector de pulsos amperométricos (HPAEC-PAD). 

Los productos de reacción fueron analizados y cuantificados por cromatografía de intercambio 

aniónico de alto rendimiento con detector de pulsos amperométricos (HPAEC-PAD) por la Dra. 

Malena Landoni en el del Centro de Investigación en Hidratos de Carbono (CIHIDECAR, FCEN, 

UBA), utilizando una columna analítica CarboPac PA20 3 × 150 mm y una pre-columna CarboPac 

PA203 × 30 mm (Dionex, Thermo Fischer Scientific). Se utilizaron patrones de calibración, mono 

y oligosacáridos comerciales, que incluyeron arabinosa, xilosa, xilobiosa, xilotriosa, xilotetraosa, 

xilopentaosa, xilohexaosa, arabinoxilotriosa y arabinoxilotetraosa.  

Para el análisis, la columna se equilibró con H2O 50%-NaOH 0,2 M 50%, se inyectaron 5 µL de 

muestra (productos de reacción enzimática, controles o estándares) y se separaron con un caudal 

de 0,5 mL/min y temperatura constante de 30 °C con un gradiente lineal de 30 min de 0 a 20% 

con acetato de sodio 0,5 M en NaOH 0,2 M y luego se mantuvo constante durante 20 min. La 

columna se lavó con NaOH 0,2 M durante 6 min y se re-equilibró durante 4 min con H2O 50%-

NaOH 0,2 M 50%, antes de inyectar la siguiente muestra.  

2.5.4.2 Hidrolisis de arabinano y ensayos complementarios de 

especificidad de sustrato 

Se realizaron reacciones sobre arabinano de remolacha sustituido y no sustituido utilizando 

concentración final de sustratos 5 mg/mL, a 37 ºC y 200 rpm en reacciones de 4 h y 16 h, con 

una concentración final de enzima 50 μg/mL en buffer citrato 50mM, pH 6. 
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A su vez se realizaron reacciones en las mismas condiciones sobre diferentes sustratos: pNP-X, 

xilobiosa, xilopentaosa, xilano de haya, carboximetil-celulosa (CMC), celulosa amorfa regenerada 

(PASC) (Payne y col., 2015), celobiosa y celopentaosa (Sigma o Megazyme). Todos los ensayos 

para determinar especificidad de sustrato, se realizaron empleando 2 réplicas para cada sustrato 

y 2 réplicas de los respectivos Cs. Los productos de hidrólisis se visualizaron mediante TLC 

(2.5.4.1.i) y se cuantificaron utilizando el kit comercial L-Arabinose/D-Galactose test kit 

(Megazyme) siguiendo las indicaciones del kit, para cuantificar concentración de arabinosa 

liberada. El kit de ensayo emplea la oxidación de L-arabinosa a ácido L-arabinónico mediante la 

enzima L-arabinosa deshidrogenasa para medir L-arabinosa indirectamente en función de la 

reacción acoplada de reducción de NAD a NADH. El producto (NADH) se cuantifica a 340 nm 

para determinar su concentración que es proporcional a la de L-arabinosa.  

2.5.4.2.1 Cuantificación de azúcares reductores (DNS) 

La medición de azúcares reductores liberados se realizó mediante una adaptación del método 

del ácido 3,5-dinitrosalicílico (DNS) (Miller, 1959). Se incubaron 100 μL del producto de reacción 

de hidrólisis con 200 μL del reactivo DNS, y se incubó a 100 °C por 10 min, seguido de incubación 

en hielo durante 5 min. Luego, se sembraron 200 μL de la reacción a una micro placa de 96 

pocillos (fondo plano) y se midió la absorbancia a 540 nm en espectrofotómetro Multiskan™ Sky 

Microplate Spectrophotometer). Los azúcares reductores liberados se cuantificaron en base a 

curvas de referencia de xilosa y/o arabinosa (entre 0 y 1 mg/mL). 

 2.6 Evaluación de sinergismo con β(1-4)-xilanasas 

Para evaluar la contribución de CsAbf51A a la deconstrucción de AX, se utilizaron tres β(1-4)- 

xilanasas previamente caracterizadas en el grupo: CsXyn10A (Uniprot: A0A0V8SJU5) (Garrido y 

col., 2022), CsXyn10D (Uniprot: A0A0V8S7T2) (Piccinni y col., 2016)  y CsXyn11A, en dos tipos 

de ensayos de sinergismo: simultáneo y secuencial. Todos los ensayos se realizaron empleando 

tres replicas para cada combinación de tratamientos sobre AX, se incluyeron 3 réplicas de Cs, y 

dos réplicas de Ce con todas las enzimas utilizadas. El análisis estadístico de cada ensayo se 

realizó utilizando el lenguaje de programación R donde se implementó un modelo de comparación 

de medias, las diferencias significativas se determinaron utilizando comparaciones con el test de 

Tukey posterior a un análisis de varianza (ANOVA).  



 

48 
 

2.6.1 Evaluación de sinergismo simultáneo 

Se realizaron reacciones de hidrólisis de AX 5 mg/mL en buffer citrato pH 6 (50 mM), en volumen 

final 300 μL, utilizando cada β(1-4)-xilanasa (1 μM) con o sin el agregado de CsAbf51A (1 μM). 

Las reacciones se incubaron a 37 °C, 200 rpm, 4 h y se detuvieron a 100°C, 5 minutos.  

Los perfiles de hidrólisis generados fueron comparados por TLC (2.5.4.1.i).  

Se evaluó el rendimiento de liberación de arabinosa, xilosa y azúcares reductores totales 

utilizando el kit de cuantificación de arabinosa (Megazyme) (2.5.4.2), el kit comercial de 

cuantificación “D-Xylose Assay Kit” (Megazyme) y el método colorimétrico de DNS, 

respectivamente (2.5.4.2.1), con los datos obtenidos se calculó el índice de sinergismo (IS) de 

acuerdo a la ecuación 2 (Ec. 2).  

                                 𝐼𝑆 =
𝐴𝑟 (

𝑚𝑔

𝑚𝐿
)

Xyn:Abf

𝐴𝑟 (
𝑚𝑔

𝑚𝐿
)

Xyn
+𝐴𝑟 (

𝑚𝑔

𝑚𝐿
)

Abf

                         Ec.2 

 

Ar: Azucares reductores, (Xyn:Abf): producto de actividad conjunta de β(1-4)-xilanasa y α-L-

arabinofuranosidasa, Xyn: producto de actividad de β(1-4)-xilanasa, Abf: producto de actividad 

de α-L-arabinofuranosidasa.  

2.6.2 Evaluación de sinergismo secuencial 

De igual manera se utilizó AX (5 mg/mL) en buffer citrato pH 6 (50 mM) como sustrato de hidrólisis, 

en un volumen final de 300 μl, en reacciones con cada β(1-4)-xilanasa (1 µm), a 37°C, 200 rpm, 

4 h y se detuvieron calentando las muestras a 100°C, 5 min. Posteriormente las muestras se 

enfriaron en hielo durante 20 min, y se agregó (o no) la enzima CsAbf51A, se incubaron a 37°C, 

200 rpm, 16 h.  

Con el objetivo de comparar el perfil de hidrolisis, se realizó este mismo ensayo con la enzima α-

L-arabinofuranosidasa CsAbf62A (1 μM), (Garrido y col., 2022) en lugar de CsAbf51A (en las 

mismas condiciones). Además, se utilizó el cóctel enzimático comercial NS2202 (Novozymes) (10 

μL por réplica en volumen final de 300 μl) con actividad xilanasa y arabinofuraonsidasa como 

control positivo de reacción. 

Los resultados se analizaron por TLC y se midió la concentración de azucares reductores (DNS) 

y arabinosa liberada (kit comercial, Megazyme).  Además, los productos de reacción del ensayo 

secuencial se analizaron también por HPAEC-PAD (2.5.4.1.ii).  
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3. RESULTADOS     

3.1 Caracterización in silico.  

A partir de la predicción de secuencias codificantes para glicosil hidrolasas (GH) en el genoma 

de Cellulomonas sp. B6, se seleccionaron dos secuencias de la familia GH51, con potencial 

actividad arabinofuranosidasa (identificadas con los números de acceso: GenBank KSW14247.1, 

KSW29942.1/ Uniprot A0A0V8S1S2, A0A0V8TBY6 respectivamente) (Piccinni y col., 2019; 

Ontañon y col., 2021).  Las secuencias KSW14247.1 y KSW29942.1 se encuentran codificadas 

por los genes ATM99_02705 y ATM99_05450 con longitudes de 1539 pb y 1527 pb 

respectivamente, localizados en los contigs 84 y 127 del genoma de Cellulomonas sp. B6 anotado 

en RAST y NCBI (identificado con número de acceso: LNTD00000000.1). Se llevó a cabo un 

análisis del contexto genómico de estos genes y se determinó que no forman parte de regiones 

de utilización de polisacáridos. Además, según la herramienta de análisis FGENESB de 

(“www.softberry.com”), ninguna de las secuencias forma parte de un operón. 

 

A su vez, con base en el análisis de la estructura primaria, las potenciales proteínas nativas, se 

categorizaron como proteínas intracelulares por ausencia de péptido señal (según la predicción 

de SignalP 6.0) y presentaron los parámetros registrados en la Tabla R1 (Protparam, Expasy).  

 

Tabla R1: Parámetros moleculares de las proteínas nativas calculados con Protparam 

Expasy.(https://web.expasy.org/protparam/) 

 Número de 

Aminoácidos 

Peso Molecular 

(kDA) 

Punto Isoeléctrico 

KSW14247.1  512 55,54 5,18 

KSW29942.1 508 55,83 4,86 

 

Por otra parte, mediante la herramienta Conserved Domains de NCBI, se identificó el dominio 

conservado AbfA en ambas secuencias, abarcando prácticamente toda su extensión.  Las enzimas 

que presentan este dominio, tienen actividad arabinofuranosidasa asociada al número de comisión 

(EC number) 3.2.1.55, es decir, catalizan la hidrólisis de la arabinosa de los extremos no reductores 

de diferentes polisacáridos y oligosacáridos según la base de datos ExplorEnz (https://www.enzyme-

database.org/). A su vez al categorizar las secuencias en la base de datos dbCAN3 utilizando las 

herramientas HMMER y Diamond, se clasificaron como GH51.  

 

http://(/
https://www.enzyme-database.org/
https://www.enzyme-database.org/
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Se realizó además un alineamiento múltiple (Clustal ω) de KSW14247.1 y KSW29942.1 con 

secuencias de otras GH51, algunas putativas y otras de proteínas previamente caracterizadas 

provenientes de los genomas de diferentes microorganismos (Figura R1). 

Figura R1: Alineamiento de las secuencias aminoacídicas de KSW14247.1 y KSW29942.1 con secuencias 

de otras GH51: R. albus (AEE64774.1), T. xylanilyticus (CAA76421.2), T. petrophila (ABQ46651.1), C. fimi 

(AEE47435.1), A. acidocaldarius (ACV59898.1), B. subtilis (CAA99595.1), P. polymyxa (AWM96407.1), G. 

caldoxylosilyticus (ABI34800.1), G. stearothermophilus T-6 (AAD45520.2). KSW14247.1 y KSW29942.1 

se resaltan en rojo. Los residuos catalíticos se encuentran señalados con puntos amarillos (E174) y (E293). 

Alineamiento realizado con Clustal ω (Madeira y col., 2022), Figura realizada con Esprit 3.0 (Robert y 

Gouet 2014). 

https://paperpile.com/c/VasZVp/o3usC
https://paperpile.com/c/VasZVp/o3usC
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En la Figura R1 se identificaron diferentes grados de conservación de residuos en toda la 

extensión de las secuencias, los residuos que están totalmente conservados se resaltan en fondo 

rojo y letras blancas, y aquellos residuos que tienen al menos un 60% de conservación entre 

todas las secuencias se representan en letras rojas. Se puede observar además la conservación 

de los residuos catalíticos predichos en la posición 174 y 293 de la secuencia KSW14247.1, 

señalados con un punto amarillo. 

 

A su vez la comparación entre las estructuras primarias de las GH51 mencionadas anteriormente 

se continuó mediante un análisis de identidad de secuencia utilizando las librerías apropiadas en 

el lenguaje de programación Python. Es importante destacar que las secuencias de Cellulomonas 

sp. B6, tienen un 30% de identidad entre sí, lo que sugiere de manera preliminar una amplia 

diferencia entre ambas. Por otro lado, se observó que, en general, la secuencia KSW14247.1 

presenta un mayor porcentaje de identidad con proteínas que han sido previamente expresadas 

y purificadas. La similitud de secuencia más relevante es con una enzima GH51 de Cellulomonas 

fimi (AEE47435.1), alcanzando un 82% de identidad (Figura R2).  

 

Figura R2: Porcentajes de identidad entre secuencias aminoacídicas de KSW14247.1 y KSW29942.1 con 

secuencias de otras GH51: R. albus (AEE64774.1), T. xylanilyticus (CAA76421.2), T. petrophila 

(ABQ46651.1), C. fimi (AEE47435.1), A. acidocaldarius (ACV59898.1), B. subtilis (CAA99595.1), P. 

polymyxa (AWM96407.1), G. caldoxylosilyticus (ABI34800), G. stearothermophilus T-6 (AAD45520.2). 

Figura realizada en:  

https://colab.research.google.com/drive/1UnHK9A1TxsKvIw-umk77GVz30Zc2eFUS#scrollTo=_6SyoenR qgl_ 

https://colab.research.google.com/drive/1UnHK9A1TxsKvIw-umk77GVz30Zc2eFUS#scrollTo=_6SyoenRqgl_
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Es de interés clasificar exhaustivamente las secuencias con el objetivo de dilucidar sus 

características funcionales y estructurales, para contrastar los hallazgos con actividades y 

estructuras previamente anotadas. Para esto, se llevó a cabo un agrupamiento de las secuencias 

de estudio en esta Tesis en una red generada en la librería NetworkX de Python, para el cual se 

utilizó un conjunto de datos obtenidos de un estudio metagenómico previo que incluía 

aproximadamente 9000 secuencias de putativas GH51 de las 14 subfamilias (según la 

clasificación de CAZy al momento del trabajo) (Dionisi y col 2023). En la red generada, cada nodo 

representa una secuencia, y las subfamilias presentes en la base de datos se representan con 

diferentes colores. (Figura R3). 

Figura R3: Agrupamiento de secuencias en redes de subfamilias de la familia GH51. Red filtrada a nodos 

que tienen como mínimo un enlace (grado = 1), y agrandamiento de un segmento de la red con los clusters 

que agrupan los nodos que representan a las secuencias KSW14247.1 y KSW29942.1. Red realizada con 

librería NetworkX (Hagberg y Conway 2020), código Python: 

https://colab.research.google.com/drive/1UnHK9A1TxsKvIw-umk77GVz30Zc2eFUS#scrollTo=_6SyoenRqgl_ 

Visualización y detección de comunidades: Gephi (Bastian y col., 2009).  

 

https://paperpile.com/c/VasZVp/JBPHP
https://paperpile.com/c/VasZVp/UYFw
https://colab.research.google.com/drive/1UnHK9A1TxsKvIw-umk77GVz30Zc2eFUS#scrollTo=_6SyoenRqgl_
https://paperpile.com/c/VasZVp/jEh6P
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En la Figura R3 se observa como la mayoría de las secuencias pertenecen a las subfamilias 

GH51_1 y GH51_2 (color violeta y verde oscuro), además es notorio que las secuencias 

KSW14247.1 (color rojo) y KSW29942.1 (color anaranjado), se agrupan en diferentes clusters sin 

enlaces entre sí, lo cual es congruente con lo observado en sus porcentajes de identidad de 

secuencia. Sin embargo, estos clusters pertenecen ambos a la subfamilia GH51_1. A su vez, de 

acuerdo a lo esperado, la secuencia AEE47435.1 de una proteína GH51 de C. fimi (color verde 

grisáceo) se agrupa en el mismo cluster que la secuencia KSW14247.1. La subfamilia 1 está 

compuesta por miembros con actividades α-L-arabinofuranosidasa (EC 3.2.1.55), 

celobiohidrolasa (EC 3.2.1.91) y exo-α-1,3-L-arabinofuranosidasa (EC 3.2.1.-).  

 

Hasta este punto, se ha logrado caracterizar la estructura primaria de las secuencias, pero es 

crucial adentrarse en la caracterización de la estructura terciaria debido a la estrecha relación 

entre la función y la estructura de las proteínas. Es esencial visualizar la disposición espacial de 

los posibles residuos catalíticos y los residuos de unión a ligando en el sitio catalítico. Para ello, 

se realizó un modelado estructural utilizando dos softwares con enfoques distintos: I-TASSER 

(Zhou y col., 2022), que genera modelos mediante el enfoque de threading, y AlphaFold2 (Bisong 

2019), que emplea un algoritmo basado en redes neuronales.  

 

Se utilizaron dos métricas para evaluar la calidad de los modelos resultantes: QMEAN (Qualitative 

Model Energy ANalysis) y TM-score (Template Modeling score). QMEAN es una función de 

puntuación compuesta que describe los aspectos geométricos principales de las estructuras 

proteicas. Los valores ideales de QMEAN se encuentran en un rango de 0 a 1, pero a veces se 

obtienen valores negativos, lo que indica una calidad deficiente del modelo, aunque hasta -4 se 

considera calidad de modelado aceptable (Arreola-Barroso y col., 2022). Por otro lado, TM-score 

es una métrica para evaluar la similitud topológica de las estructuras proteicas, con valores en 

una escala de 0 a 1, donde 1 indica coincidencia perfecta entre dos estructuras. Los modelos 

generados por AlphaFold2 mostraron mejores puntuaciones en ambas métricas en comparación 

con los modelos generados por I-TASSER, como se observa en la Tabla R2, razón por la que se 

elige como modelo representativo de la estructura terciaria de las putativas GH51. 
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Tabla R2: Métricas de calidad calculadas para los modelos realizados 

(https://swissmodel.expasy.org/qmean/) 

 QMEAN TM – Score 

KSW14247.1 (I-Tasser) -5,49  0,77 

KSW14247.1 (Alphafold2) 0,28 0,95 

KSW29942.1 (I-Tasser) -6,27 0,90 

KSW29942.1 (Alphafold2) -0,32 0,94 

 

Los modelos obtenidos permitieron visualizar la disposición espacial y la distancia entre los 

residuos catalíticos (3.96 Å y 4,01 Å en las secuencias KSW14247.1 y KSW29942.1, 

respectivamente) y los residuos de unión a ligando formando un “bolsillo” catalítico. A pesar de 

que previamente se caracterizó a las secuencias de las putativas GH51 como divergentes debido 

a su bajo porcentaje de identidad (30% entre KSW14247.1 y KSW29942.1), su estructura 

tridimensional es visualmente muy similar y concuerda con la estructura descripta para la familia 

GH51, que consiste en un núcleo catalítico de barril (α/β)8 asociado con un dominio sándwich β 

C-terminal (www.cazy.org/GH51). 

 

Además, se compararon los dos modelos entre sí utilizando la métrica TM-score obteniendo un 

valor de 0,5428, lo cual indica que las dos secuencias se pliegan prácticamente en la misma 

disposición estructural (Zhang y Skolnick 2004) (Figura R4). 

https://swissmodel.expasy.org/qmean/
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Figura R4: Modelo de la estructura tridimensional de las secuencias KSW14247.1 (A) y KSW29942.1 (B) y 

sus respectivos acercamientos al sitio activo donde se resaltan los residuos GLU: 174, GLU:293 (amarillo) 

y GLU:176, GLU:307 (violeta) como los residuos catalíticos, respectivamente (C, D). El resto de los residuos 

coloreados en Azul y Celeste en cada modelo corresponden a sitios de unión al sustrato.  Modelo realizado 

con Alphafold2, Visualización realizada con el software VMD (Humphrey, Dalke, y Schulten 1996). 

 

 

 

3,96 Å  
4,01 Å  

https://paperpile.com/c/VasZVp/c8Eau
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El análisis de la estructura primaria y terciaria permitió categorizar las secuencias como putativas 

enzimas con actividad α-L-arabinofuranosidasas con dominios y sitios catalíticos pertenecientes 

a la familia GH51 y a la subfamilia 1. Para validar y respaldar estas predicciones bioinformáticas, 

resulta esencial llevar a cabo un análisis bioquímico exhaustivo.              

3.2 Clonado, expresión recombinante y purificación  

3.2.1 Clonado 

Las secuencias codificantes para las GH51 seleccionadas se amplificaron mediante PCR, 

utilizando ADN genómico extraído de Cellulomonas sp. B6 y cebadores específicos. De cada 

reacción se obtuvieron productos de amplificación del tamaño esperado (aproximadamente 1500 

pb) (Figura R5 A), que fueron purificados y clonados en el vector pGEM®-T Easy. Los plásmidos 

obtenidos se utilizaron para transformar bacterias competentes E. coli DH5α, posteriormente se 

extrajeron los plásmidos resultantes y se verificó la integridad e identidad de las secuencias 

mediante secuenciación. Luego se llevó a cabo un segundo proceso de clonado donde se 

utilizaron las enzimas de restricción BamHI y HindIII para liberar el inserto desde pGEM®-T Easy 

(Figura R5 B) y clonarlo en el vector de expresión pET28a(+), el cual incorpora una etiqueta de 

seis histidinas (His-tag) en el extremo amino terminal (N-Terminal) de la proteína a expresar. Los 

plásmidos resultantes se utilizaron para transformar de nuevo bacterias E. coli DH5α. La 

integridad de estos constructos se confirmó mediante colony PCR (Figura R5 C). 
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Figura R5: A: Amplificación por PCR de secuencias codificantes en dos condiciones de temperatura (60°C 

y 65°C), con y sin DMSO. B: Reacción de restricción de vectores pGEM®-T Easy (señalado con flechas 

rojas) y pET28a (+) (señalado con flecha verde) C: Colony PCR, clones positivos E. coli DH5α pET28a(+) 

con las respectivas secuencias codificantes para KSW14247.1 y KSW29942.1. Los amplicones e insertos 

liberados de aproximadamente 1500 pb se encuentran señalados con flechas negras. 

3.2.2 Expresión recombinante  

Las secuencias codificantes para las enzimas seleccionadas fueron analizadas mediante la 

herramienta Rare Codon Analyzer. Se observó que las secuencias codificantes de KSW14247.1 

y KSW29942.1 tienen puntajes CAI de 0,68 y 0,71 respectivamente (siendo el óptimo: 1), Estos 

puntajes indican que en la secuencia hay codones poco frecuentes, sugiriendo la posible 

necesidad de estrategias de optimización para lograr una expresión efectiva en E. coli. En 

consecuencia, se decidió emplear la cepa E. coli Rosetta, la cual codifica RNAs de transferencia 

(tRNAs) suplementarios específicos para algunos codones poco usuales (Rosetta(DE3) - 

https://paperpile.com/c/VasZVp/kYDi
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Novagen). En paralelo se ensayó el uso de la cepa E. coli Arctic Express, que co-expresa la 

proteína con chaperonas que ayudan al plegamiento correcto (ArcticExpress (DE3) - Agilent). 

Para la expresión de la secuencia codificante de KSW29942.1, se llevaron a cabo pruebas de 

inducción bajo diferentes condiciones. Para la cepa E. coli Rosetta, se utilizó una concentración 

de IPTG de 0,5 mM, a una temperatura de 30°C durante 16 horas, con una toma de muestra a 

las 4 horas de inducción. Por otro lado, para la cepa E. coli Arctic Express, se siguió el protocolo 

estándar, empleando una concentración de IPTG de 1 mM, a una temperatura de 13°C durante 

16 horas. Los análisis de solubilidad mediante gel de poliacrilamida desnaturalizantes (SDS-

PAGE) indicaron que la proteína se indujo de manera efectiva, aunque predominantemente se 

encontró en la fracción insoluble aproximadamente a la altura de 60 kDa, coincidente con el peso 

molecular esperado (59 kDa). No se detectó presencia de la proteína en la fracción soluble. 

(Figura R6). 

 

Figura R6: Determinación de solubilidad de proteína KSW29942.1. Electroforesis en geles de 

poliacrilamida desnaturalizantes (SDS-PAGE 10%), teñidos con Azul de Coomasie, A: E. coli Rosetta 

(IPTG 0,5mM, 30°C, 4 h y 16 h), B: E. coli Arctic Express (IPTG 1 mM, 13°C, 16 h). Referencias: SI= sin 

inducir, IT= Inducido total, FI= Fracción Insoluble, FS=Fracción soluble, M= Marcador Blue Plus® Protein 

Marker (14 -120 kDa).  

 

Se realizaron ensayos adicionales de inducción utilizando la cepa E. coli Rosetta, variando las 

concentraciones del inductor IPTG, la temperatura y el tiempo de inducción. Estas combinaciones 

incluyeron: IPTG 0,5 mM a 30°C durante 4 horas, IPTG 0,1 mM a 30°C durante 4 horas, e IPTG 

0,5 mM a 20°C durante 16 horas, Además se repitió el ensayo de inducción estándar en la cepa 

E. coli Arctic.  Los análisis de solubilidad de estos ensayos arrojaron resultados similares a los 

https://paperpile.com/c/VasZVp/kYDi
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ensayos anteriores: la proteína se indujo en todos los casos, pero no se detectó en la fracción 

soluble. (Figura R7). 

 

Figura R7: Determinación de solubilidad de proteína KSW29942.1 SDS-PAGE 10%, E. coli Rosetta: A: 

IPTG 0,5mM, 30°C, 4 h, B: IPTG 0,1mM, 30°C, 4 h, C: IPTG 0,5mM, 20°C, 16 h y E. coli Arctic Express: 

IPTG 1 mM, 13°C, 16 h. Referencias: SI= sin inducir, IT= Inducido total, FS=Fracción soluble, M = Marcador 

Blue Plus® Protein Marker (14 -120 kDa).  

 

Estos resultados en conjunto podrían indicar que la proteína recombinante se plegó de manera 

incorrecta, probablemente formando agregados. Por lo tanto, es necesario considerar el uso de 

otros sistemas de expresión que sean aplicables para esta proteína. 

 

De manera similar, para la expresión de la secuencia codificante de KSW14247.1 se utilizaron 

las cepas de expresión E. coli Rosetta y E. coli Arctic Express. Para la cepa E. coli Rosetta, se 

empleó una concentración de IPTG de 0,5 mM a una temperatura de 30°C durante 16 horas, con 

una toma de muestra a las 4 horas de inducción. Además, se realizó otro ensayo con IPTG 0,5 

mM a 20°C durante 16 horas. Para la cepa E. coli Arctic Express, se siguió el protocolo estándar. 

 

Los análisis de solubilidad para la inducción de esta proteína bajo la condición de IPTG 0,5 mM 

a 30°C durante 16 horas arrojaron resultados similares a los observados en la proteína 

previamente analizada: se observó inducción, pero no se detectó proteína en la fracción soluble.  

Sin embargo, tanto en la condición de inducción con IPTG 0,5 mM a 20°C durante 16 horas en 

E. coli Rosetta como en el ensayo realizado en E. coli Arctic Express, se observaron, además de 
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la expresión en la fracción insoluble, bandas de proteína en la fracción soluble a la altura de 

aproximadamente 60 kDa. (Figura R8). 

 

Figura R8: Determinación de solubilidad de proteína KSW14247.1 SDS-PAGE 10%, A: E. coli Rosetta (IPTG 

0,5mM, 30°C, 4 h y 16 h), B: E. coli Rosetta (IPTG 0,5mM, 20°C, 4 h y 16 h) C: E. coli Arctic Express (IPTG 1 

mM, 13°C, 16 h). Referencias: SI= sin inducir, IT= Inducido total, FI= Fracción Insoluble, FS= Fracción soluble, 

M= Marcador Blue Plus® Protein Marker (14 -120 kDa). 

3.2.3 Purificación  

Una vez obtenidas las proteínas en la fracción soluble a partir de dos sistemas de expresión, se 

decidió continuar con la purificación de dichas proteínas obtenidas en el sistema de expresión E. 

coli Rosetta, ya que es más simple y se evita la presencia de las chaperonas que co-eluyan con 

la proteína de interés. La purificación se llevó a cabo mediante cromatografía de afinidad con 

resina de Níquel-agarosa, obteniéndose un rendimiento aproximado de 0,16 g/L de cultivo 

inducido (Figura R9) 

 

Figura R9: Verificación de purificación de proteína KSW14247.1 expresada en E. coli Rosetta en gel SDS-

PAGE 10%. M= Marcador Blue Plus® Protein Marker (14 -120 kDa), SI= sin inducir, IT= Inducido total, FS= 

Fracción soluble, FT= percolado (Flow through), W1= Lavado (Wash) 1, E2- E5: Eluidos 2 al 5.  

59 kDa 
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3.2.4 Ensayo inicial de actividad 

Luego de la purificación se realizó una prueba inicial de actividad, con el objetivo de verificar si la 

proteína obtenida cumple con el perfil predicho en la caracterización in silico, utilizando el sustrato 

comercial p-nitrofenil-α-L-arabinofuranósido (pNP-A) (Figura R10 A). Se trata de un sustrato 

colorimétrico para la medición de la actividad de la α-L-arabinofuranosidasa, dado que, si la 

proteína obtenida tiene actividad sobre este sustrato, se observa una coloración amarilla en la 

reacción (Figura R10 B). 

     A                                                             B 

 

Figura R10: A: representación de estructura de sustrato p-nitrofenil-α-L-arabinofuranósido (pNP-A), 

estructura proteica de KSW14247.1 que corta en el enlace liberando Arabinosa y pNP. B: Resultados de 

prueba de actividad utilizando el eluido 4 de purificación, control positivo (CsAbf62A) y control sustrato (C-). 

 

La prueba inicial sobre el sustrato comercial indicó como resultado que KSW14247.1 tiene 

actividad α-L-arabinofuranosidasa. A partir de este punto adoptamos el nombre correcto para la 

proteína de acuerdo a las convenciones, pasando de una secuencia putativa anotada en Genbank 

con la identificación KSW14247.1 a la enzima de nombre CsAbf51A obtenida por clonado, 

expresión recombinante y purificación. Los parámetros obtenidos de la enzima CsAbf51A 

recombinante son: peso molecular: 59 kDa, punto isoeléctrico: 5,18, coeficiente de extinción 

molar: 88600 M-1s-1. La secuencia completa se encuentra en el Anexo I.  

3.3 Caracterización bioquímica, cinética enzimática y especificidad de sustrato de 

CsAbf51A 

3.3.1 Determinación de condiciones óptimas de reacción y estabilidad térmica 

La determinación de las condiciones óptimas se llevó a cabo en reacciones con pNP-A (2.5mM). 

Inicialmente se determinaron la concentración de enzima y tiempos de reacción en las que la 

liberación de producto se encuentra en un rango lineal, para que la medición en ese rango 

determinado sea proporcional al producto liberado. Los rangos analizados fueron: concentración 

de enzima de 0,27 a 4,5 μg/mL y tiempos de reacción de 5 a 60 min, resultando lineal entre 0,27– 

E4(247)                    C-           C+ (CsAbf62A) 
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2,2 μg/mL y 5 - 40 min (Figura R11). Dentro de esos rangos lineales se eligió 0,44 μg/mL de 

enzima y 10 min para las reacciones subsiguientes. 

A                                                                   B 

 

Figura R11: Determinación de rango de linealidad de concentración de enzima (A) y tiempo de reacción (B) 

 

Se realizaron entonces ensayos para determinar el perfil de la actividad de la enzima en función 

del pH y de la temperatura. Se determinó que el pH óptimo es 6,5, conservando aproximadamente 

el 70% y 85% de la actividad a pH 6 y pH 7, respectivamente, aunque la actividad decae 

notoriamente a pH más extremos (Figura R12).  

 

                                            A                                                                B 

 

Figura R12: Actividad relativa de CsAbf51A sobre pNP-A en función del pH. A: Buffer citrato pH 4 a 6, Buffer 

Fosfato pH 6 a 11. B: Buffer Citrato-Fosfato pH 3 a 8. Valores porcentuales en relación al máximo obtenido. 

Reacciones a 40°C, 10 min, 0,44 μg/mL de enzima. 
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Posteriormente se determinó la actividad en función de la temperatura (a pH 6,5). La temperatura 

óptima de reacción fue 50°C, con más del 80% de actividad en el rango de temperatura de 40°C 

a 60°C (Figura R13). En las condiciones óptimas, la actividad enzimática específica fue de 158,1 

U/mg. 

 

 

Figura R13: Actividad relativa de CsAbf51A sobre pNP-A en función de la temperatura. Rango de temperatura: 

35°C a 70°C. Valores porcentuales en relación con el máximo obtenido. Reacciones a pH 6,5, 10 min, 0,44 

μg/mL de enzima. 

 

Además de establecer las condiciones óptimas de CsAbf51A a tiempos cortos de reacción, es 

importante determinar cómo la afecta la temperatura en tiempos más prolongados a fines de evaluar 

las condiciones en las que la enzima puede ser utilizada en el desarrollo e implementación de 

bioprocesos junto con otras enzimas. Para esto, se realizó un ensayo de termoestabilidad en tres 

temperaturas de pre incubación: 40°C, 45°C y 50°C, para luego realizar reacciones en las 

condiciones óptimas previamente determinadas.  

 

Los resultados indicaron que la enzima conserva más del 80% de su actividad al ser incubada a 

40°C durante 4 horas. A esta temperatura, su actividad disminuyó a menos del 20% después de 16 

horas de incubación (no graficado). A temperaturas de 45°C y 50°C, la actividad decayó de manera 

más abrupta. En ambas, después de 2 horas de pre incubación, la actividad remanente fue menor 

al 40%. Esta disminución de actividad fue aún más pronunciada a 50°C, donde la actividad fue 

prácticamente nula después de 2 horas de pre-incubación. (Figura R14). 
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Figura R14: Ensayo de termoestabilidad.  Actividad residual de CsAbf51A sobre pNP-A en función del tiempo 

luego de ser pre-incubada a diferentes temperaturas. La enzima se incubó a 40°C, 45°C. y 50°C por hasta 4 

h antes de realizar la reacción enzimática sobre pNP-A. (Reacciones a 50 °C, pH 6,5, 10 min, 0,44 μg/mL de 

enzima). 

3.3.2 Cinética enzimática 

Se determinaron los parámetros cinéticos de CsAbf51A, sobre pNP-A (Figura R15). Los resultados 

demostraron buen ajuste al modelo de Michaelis Menten sugiriendo que la enzima solo tiene un sitio 

de unión al sustrato. Los parámetros cinéticos calculados fueron: KM = 0,3375 mM, Vmax = 140.7 

U/mg y Kcat =125,28 s-1, lo que permitió calcular una eficiencia catalítica Kcat/KM = 371,2 (s-1mM-1). 

Finalmente, el ajuste al modelo de Michaelis Menten permitió observar las concentraciones de 

sustrato a las cuales la enzima tiene actividad máxima y se verificó que las condiciones óptimas de 

reacción de CsAbf51A fueron determinadas a concentración saturante de sustrato (pNP-A 2,5 mM).  

 

 

Figura R15. Comportamiento cinético de CsAbf51A. La actividad enzimática de CsAbf51A se ensayó 

utilizando concentraciones crecientes de pNP-A a pH 6,5, 50 °C por 10 min y 0,44 μg/mL de enzima. 
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3.3.3 Especificidad de sustratos  

3.3.3.1 Arabinoxilooligosacaridos y arabinoxilano de trigo  

Para estudiar la actividad de CsAbf51A sobre sustratos naturales, se ensayó su actividad sobre 

arabinoxilano de trigo (AX) y sobre arabino-xilooligosacáridos (AXOS).  

El AX presenta una cadena principal de xilosas unidas por enlaces β(1-4) y un 38% de 

sustituciones de arabinosa unidas a la cadena principal mediante enlaces α(1-2) o α(1-3). Los 

AXOS comerciales utilizados tienen uno o ambos tipos de enlaces: α-L-arabinofuranosil-xilotriosa 

(A2XX), α-L-arabinofuranosil-xilotetraosa, con una sustitución simple interna de arabinosa en la 

posición α(1-3) (XA3XX) y una mezcla equimolar de xilotetraosa con una sustitución simple 

interna de arabinosa en las posiciones α(1-2) o α(1-3) (XAXX mix) (Figura R16). 

 

 

Figura R16: Representación de estructuras de arabinoxilano (AX) y arabino-xilooligosacaridos (AXOS): 

A2XX, XA3XX, XAXX(mix). Figura realizada a partir de las estructuras disponibles en 

“www.megazyme.com”. 

 

El perfil de hidrólisis observado mediante TLC reveló que la enzima liberó arabinosa a partir de 

todos los sustratos evaluados. El análisis cualitativo del producto liberado en función de la 

intensidad de banda sugeriría una liberación mucho mayor de arabinosa a partir de AXOS que 

de AX (Figura R17 A). 

Se cuantificó la concentración de arabinosa liberada en las reacciones utilizando un kit específico 

para su detección (L-Arabinose/D-Galactose Assay Kit). Este ensayo confirmó las observaciones 

cualitativas realizadas mediante TLC. La arabinosa cuantificada a partir de los ensayos de 

 

https://paperpile.com/c/VasZVp/V0V0h
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hidrólisis de AXOS fue de 0,31, 0,25 y 0,19; mg/mL en las reacciones con A2XX, XA3XX y 

XAXX(Mix) respectivamente, mientras que a partir de AX se liberó menos de 0,02 mg/mL, lo cual 

representa una liberación de arabinosa prácticamente completa (100%) a partir de los AXOS 

mientras que fue de 0,9% a partir de AX. Dicho resultado sugeriría, en principio, una preferencia 

de CsAbf51A por sustratos cortos por sobre el polisacárido, lo cual coincide con que la enzima 

nativa es intracelular, por lo cual tendría acceso a los oligosacáridos que son internalizados por 

la bacteria (Figura R17 B). 

                                A                                                                                     B 

 

Figura R17:  Productos de reacción de AXOS y AX tratados con CsAbf51A.  (A): cromatografía de capa 

delgada (TLC). (B): Arabinosa liberada cuantificada con “L-Arabinose/D-Galactose Assay Kit”.  

Referencias:  Ara= estándar de arabinosa, X2X4= estándar xilobiosa y xilotetratosa, Reacciones con 

diferentes sustratos: AX = arabinoxilano, A2XX= α (1-2)-L-arabinofuranosil-xilotriosa, XA3XX= α(1-3)-L-

arabinofuranosil-xilotetraosa, Mix=XA2XX/ XA3XX. El subíndice “c” indica control sustrato. Condiciones de 

reacción: 1 mg/mL (AXOS), 5 mg/mL (AX), 5 μg/ml de enzima, buffer citrato 50 mM pH 6,0, 40 °C, 300 rpm, 

4 h. Las barras de error indican el desvío estándar de 3 réplicas.  

 

Finalmente, los ensayos de actividad sobre AXOS se analizaron por HPAEC-PAD, donde también 

se cuantificó la concentración de arabinosa liberada. En línea con los resultados observados por 

TLC y con el kit de cuantificación de arabinosa, mediante HPAEC-PAD se observó que CsAbf51A 

liberó de manera completa la arabinosa de los AXOS, generando entonces como producto XOS 

no sustituidos (X3 desde A2XX y X4 desde XA2XX y XA3XX). En todos los casos, desapareció 

el registro de AXOS, lo cual indica una hidrólisis total del sustrato en las condiciones ensayadas.  

Se demostró, por lo tanto, que CsAbf51A es activa sobre las sustituciones simples de arabinosa 

ya sea que ésta se encuentre unida con enlaces α(1-2) como con enlaces α(1-3) en AXOS. 

Además, la enzima mostró capacidad de eliminar las sustituciones de arabinosa tanto en el 

X2 

 X4 
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interior de la cadena como en el extremo no reductor de la misma. A su vez, no se observaron 

otros productos (xilosa o xilobiosa), por lo cual se descarta la actividad β-xilosidasa. 

Por otro lado, la cuantificación de arabinosa por este método resultó en valores de concentración 

similares a los observados en la cuantificación con el kit (Figura R18). 

. 

 

Figura R18: Productos de reacción de diferentes AXOS tratados con CsAbf51A visualizados mediante 

HPAEC-PAD. Referencias: Ara = estándar de arabinosa, X4 = xilotetratosa, X3 = Xilotriosa, A2XX = α-L-

arabinofuranosil-xilotriosa, XA3XX = α-L-arabinofuranosil-xilotetraosa, Mix = XA2XX y XA3XX. Condiciones 

de reacción: 1 mg/mL de sustrato, 5μg/mL de enzima, buffer citrato 50 mM pH 6,0, 40 °C, 300 rpm, 4 h. 

Las barras de error indican el desvío estándar de 3 réplicas. 

3.3.3.2 Arabinano 

La actividad de CsAbf51A fue evaluada también sobre arabinano de remolacha, un polisacárido 

que consiste en una cadena lineal de moléculas de arabinosa unidas por enlaces α(1-5), con 

sustituciones de arabinosa unidas mediante enlaces α(1-3). Asimismo, se estudió su actividad 

sobre la variante comercial no sustituida compuesta solamente por la cadena lineal de arabinosa 

unidas por enlaces α(1-5) (Figura R19). 
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Figura R19: Representación de estructuras de arabinano sustituido y no sustituido. En ambos casos, el 

contenido total de arabinosa es alrededor de 70%. Figura realizada a partir de las estructuras disponibles 

en “www.megazyme.com”. 

 

En función de los resultados obtenidos mediante TLC en ensayos de 16 horas, la enzima fue 

capaz de liberar arabinosa tanto en su forma sustituida como en la libre de sustituciones (Figura 

R20 A). 

La actividad sobre ambos polímeros sugiere entonces que CsAbf51A es capaz de hidrolizar 

enlaces α(1-5) entre moléculas de arabinosa además de los enlaces α(1-3) de las sustituciones. 

Dado que el único producto fue arabinosa y no oligosacáridos de arabinosa, se deduce que la 

enzima presenta actividad α (1-3 y 1-5)-L-arabinofuranosidasa siendo activa solamente sobre las 

moléculas de arabinosa terminales del polisacárido, descartándose la actividad endo-

arabinanasa. 

 

La arabinosa liberada desde ambos sustratos se cuantificó empleando el kit colorimétrico 

específico (L-Arabinose/D-Galactose, Megazyme). La concentración de arabinosa liberada en 

ensayos de 16 h alcanzó valores superiores a 0,6 mg/mL para ambos sustratos, lo cual representa 

alrededor de un 17 % de rendimiento de arabinosa respecto del total posible (3,5 mg/mL) (Figura 

R20 B). 

Es importante destacar, además, que la concentración de arabinosa liberada por CsAbf51A a 

partir de arabinano fue superior a la cuantificada a partir de arabinoxilano en igualdad de 

condiciones (Figura R24). 
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   A                                                                                   B 

       

Figura R20: Productos de reacción de arabinano de remolacha tratado con CsAbf51A. (A) Perfil de hidrólisis 

visualizado mediante cromatografía de capa delgada (TLC). (B) Arabinosa liberada cuantificada con “L-

Arabinose/D-Galactose Assay Kit”. AS= arabinano sustituido, ANS = arabinano no sustituido. El subíndice 

“c” indica control sustrato (sin enzimas). Ara = estándar de arabinosa, X1-X6= estándar de 

xilooligosacáridos. Condiciones de reacción: Sustrato 0,5%, 1μM de enzima, buffer citrato 50 mM pH 6,0, 

37 °C, 200 rpm, 16 h. Las barras de error indican el desvío estándar de 2 réplicas. 

Nota: El estándar de XOS se empleó a modo ilustrativo, en caso de observar un perfil de hidrólisis que 

pudiera sugerir la producción de oligosacáridos de arabinano (AOS), dado que no contamos con estándares 

comerciales de AOS.  

3.3.3.3 Otros sustratos 

Se realizaron ensayos adicionales para evaluar actividad sobre oligo y polisacáridos que han sido 

descriptos como sustratos de enzimas de la familia GH51 (www.cazy.org/GH51). 

La ausencia de reacción sobre el esqueleto de xilano (de haya y de trigo) y de celulosa (CMC, 

PASC) permitió descartar actividad β-xilanasa y endo y exo- glucanasa, respectivamente.  

Los oligosacáridos xilobiosa (X2) y xilopentaosa (X5), así como pNP-X no resultaron sustratos de 

CsAbf51A, por lo que se descartó actividad β-xilosidasa y asimismo, se descartó una posible 

actividad β-glucosidasa al no observarse productos de reacción a partir de celopentaosa (C5). El 

resumen de ensayos realizados se observa en la Tabla R3.  
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Tabla R3: Determinación de especificidad de sustratos de CsAbf51A. 

Ara: arabinosa, Xil: xilosa, Glc: glucosa, pN: para-nitro-fenol 

Sustrato 
Cadena 

principal 
Sustituciones 

Presencia de 

actividad enzimática 
Actividad evaluada 

pNP-A Ara α-1,4-pN - 
SI 

(AE: 158.1 ± 0,6 U/mg) 

α-L-arabinofuranosidasa 

(EC 3.2.1.55) 

A2XX Xil β-1,4 Ara α-1,3 (25%) SI 
α-L-arabinofuranosidasa 

(EC 3.2.1.55) 

XA3XX Xil β-1,4 Ara α-1,3 (20%) SI 
α-L-arabinofuranosidasa 

(EC 3.2.1.55) 

XAXX(Mix) Xil β-1,4 
Ara α-1,3/Ara α-1,2 

(20%) 
SI 

α-L-arabinofuranosidasa 

(EC 3.2.1.55) 

Arabinoxilano 

de trigo 
Xil β-1,4 

Ara α-1,3/Ara α-1,2 

(38%) 
SI 

α-L-arabinofuranosidasa 

(EC 3.2.1.55) 

Arabinano  Ara α-1,5 Ara α-1,3 SI 
α-L-arabinofuranosidasa 

(EC 3.2.1.55) 

Arabinano no 

Sustituido 
Ara α-1,5 - SI 

α-L-arabinofuranosidasa 

(EC 3.2.1.55) 

pNP-X Xil β-1,4-pN - NO β-xilosidasa (EC 3.2.1.37) 

Xilobiosa Xil β-1,4 - NO β-xilosidasa (EC 3.2.1.37) 

Xilopentaosa Xil β-1,4 - NO β-xilosidasa (EC 3.2.1.37) 

Xilano de 

Haya 
Xil β-1,4 

GlcAOMe α-1,2 

(13%) 
NO β-xilanasa (EC 3.2.1.8) 

CMC Glc β-1,4 40% CM NO 
β1, 4 endo-glucanasa 

(EC 3.2.1.4) 

PASC Glc β-1,4 - NO 

β1, 4 endo-glucanasa 

(EC 3.2.1.4) 

β1, 4 exo-glucanasa 

(EC 3.2.1.91/ EC 3.2.1.) 

Celobiosa Glc β-1,4 - NO 
β-glucosidasa 

(EC 3.2.1.21) 

Celopentaosa Glc β-1,4 - NO 
β-glucosidasa 

(EC 3.2.1.21) 
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3.4 Evaluación de sinergismo con β(1-4)-xilanasas. 

En el desarrollo de bioprocesos las enzimas generalmente no se usan de manera aislada, sino 

que, dependiendo del producto deseado, es usual el desarrollo de cócteles donde dichas enzimas 

actúan concertadamente con otras, contribuyendo de manera sinérgica a la obtención de 

bioproductos. 

 

Las xilanasas son enzimas que actúan sobre la cadena principal de los xilanos, liberando como 

principales productos XOS y en algunos casos xilosa. El perfil de productos que se obtienen 

depende de la biomasa de origen del xilano y las sustituciones que presente. Así, cuando el 

sustrato es AX, se liberan AXOS de diferente grado de sustitución. A su vez, distintas xilanasas 

pueden generar diferentes perfiles de productos, dependiendo de su mecanismo de hidrólisis y 

de la conformación de su sitio activo. En estos ensayos se evaluó la contribución de CsAbf51A a 

la actividad de las β(1-4)-xilanasas CsXyn10A, CsXyn10D y CsXyn11A, previamente 

caracterizadas en nuestro laboratorio para la hidrólisis de AX (Garrido y col., 2022; Ontañon y 

col., manuscrito en preparación).  

 

En primera instancia se realizaron reacciones en las que se agregaron las enzimas β(1-4)-

xilanasas y CsAbf51A simultáneamente, en concentración equimolar. Una vez inactivadas las 

proteínas por calor se evaluó el perfil de hidrólisis por TLC y se cuantificaron los azúcares 

reductores liberados por DNS (Miller 1959) y la arabinosa mediante el kit de cuantificación de 

arabinosa utilizado previamente. 

 

El análisis del perfil de TLC mostró que la xilanasa CsXyn11A liberó menor cantidad de productos 

cortos (X2 y X1) comparativamente con lo observado en las GH10 (CsXyn10A y CsXyn10D) 

(Figura R21). Al agregar CsAbf51A a las reacciones, se observó un incremento notorio en los 

productos cortos liberados, especialmente a la altura de X2/Arabinosa en todos los casos. La 

combinación entre GH10 y CsAbf51A reflejó también un aumento en la liberación de X1. Además, 

en el caso de la muestra tratada con CsXyn11A y CsAbf51A la banda correspondiente a X3 fue 

más intensa, lo cual sugiere un incremento en estos productos comparativamente con la muestra 

tratada únicamente con la xilanasa.  También se observó que CsAbf51A fue capaz de liberar una 

pequeña cantidad de arabinosa directamente del polisacárido, coincidentemente con los 

observado en los ensayos previos (Figura R17, R21). Estos resultados demuestran que el 

agregado de CsAbf51A facilitaría la liberación de productos cortos por las β(1-4)-xilanasas a 

https://paperpile.com/c/VasZVp/LOias
https://paperpile.com/c/VasZVp/LOias
https://paperpile.com/c/VasZVp/7yWLF
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través de la remoción de las sustituciones de los AXOS y la consecuente formación de XOS no 

sustituidos, que serían nuevamente sustrato de las xilanasas. 

 

 

Figura R21: Productos de hidrólisis de AX generados por β(1-4)-xilanasas, CsAbf51A o la combinación 

simultánea de esas enzimas y visualizados mediante cromatografía de capa delgada. Ara: estándar de 

arabinosa, X1-X6= estándar xilooligosacáridos. Condiciones de reacción: 0,5% de AX, concentración de 

enzimas 1μM, buffer citrato 50 mM pH 6,0, 37 °C, 200 rpm, 4 h. 

 

Al analizarlo de manera cuantitativa, el agregado de CsAbf51A a las reacciones con β(1-4)-

xilanasas causó un incremento significativo en la concentración de azúcares reductores (AR), 

comparativamente con las reacciones realizadas únicamente con β(1-4)-xilanasas (p < 0,05)  

(Figura R22 A). El incremento puede deberse a la liberación de arabinosa a partir de los AXOS 

generados por las xilanasas (Figura R22 B) y a la formación de nuevos extremos reductores por 

mayor hidrólisis del xilano. Para confirmarlo, se calculó el índice de sinergismo (IS) en función de 

los AR totales liberados y de la xilosa liberadas. En ambos casos, el IS fue mayor a 1 para la 

combinación de CsAbf51A con las xilanasas de la familia GH10 (CsXyn10A y CsXyn10D), 

indicando que la combinación de estas actividades enzimáticas resulta en mejor hidrólisis del 

sustrato que la suma de actividades individuales. A su vez, la xilanasa de la familia GH11 

(CsXyn11A), no libera xilosa al actuar sobre xilanos y esto no se vio modificado por la presencia 

de CsAbf51A (Figura R22 C). Al analizar el aumento en los AR liberados, el efecto fue aditivo y 

no sinérgico (IS:0,98). Sin embargo, se observa un aumento de arabinosa liberada, lo cual indica 

que CsAbf51A actúa sobre los AXOS liberados por CsXyn11A. La mayor concentración de 
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arabinosa liberada se obtuvo mediante la combinación de CsXyn10D y CsAbf51A, llegando a 0,5 

mg/mL, lo cual representó un 23,5% de la arabinosa total contenida en el AX (Figura R22 B). 

 

 

Figura R22:  Efecto de la combinación entre CsAbf51A y xilanasas. Cuantificación de los productos de 

hidrólisis de AX generados por las β(1-4)-xilanasas CsXyn10A, CsXyn10D y CsXyn11A, CsAbf51A o su 

combinación simultánea. A: Azúcares reductores cuantificados por DNS, B: Arabinosa cuantificada por kit “L-

Arabinose/D-Galactose Assay Kit”. C: Xilosa cuantificada por kit “D-Xylose Assay Kit”. Condiciones de reacción: 

0,5% de AX, concentración de enzimas 1μM, buffer citrato 50 mM pH 6,0, 37 °C, 200 rpm,4 h. 

Las barras de error indican los desvíos estándar de tres replicas. Los asteriscos señalan diferencias 

significativas (p < 0,05) entre el resultado obtenido con cada xilanasa y por su combinación con CsAbf51A 

según el test de Tukey. ns=diferencias no significativas. Los números sobre las barras indican los índices de 

sinergismo calculados.  

 

 

 



 

74 
 

Las diferencias observadas en AR y xilosa liberados (Figura R22) pueden estar relacionadas con 

los mecanismos de acción de ambos tipos de xilanasas. Mientras que las GH10 permiten 

sustituciones en el sitio de corte, generando AXOS con sustituciones terminales, las GH11 requieren 

al menos dos residuos de xilosa sin sustituir para actuar, lo cual genera AXOS más largos y solo 

con sustituciones internas. La remoción de las sustituciones de arabinosa por parte de CsAbf51A, 

generaría nuevos sitios de corte posibles, XOS más cortos sobre los cuales continúan actuando las 

xilanasas y este efecto es más relevante para la actividad de las GH10.   

 

Para confirmar el mecanismo de acción de CsAbf51A y analizar su aplicación en la generación 

de XOS no sustituidos, se evaluó el efecto de combinar las actividades de las enzimas de manera 

secuencial. Inicialmente se trató el sustrato (AX) con las enzimas β(1-4)-xilanasas y, al cabo de 

4 h, se detuvieron las reacciones desnaturalizando las proteínas a 100 °C. Posteriormente se 

adicionó CsAbf51A en una reacción de 16 horas. A fines comparativos, se incluyó en el ensayo 

otra α-L-arabinofuranosidasa de la familia GH62 (CsAbf62A), previamente caracterizada en 

nuestro laboratorio. CsAbf62A actúa sobre sustituciones simples de arabinosa tanto internas 

como terminales (extremo no reductor), de AXOS y AX (Garrido y col., 2022). Los resultados se 

evaluaron cualitativa y cuantitativamente de manera similar al ensayo anterior.  

 

El análisis cualitativo mediante TLC (Figura R23) confirmó por un lado el perfil diferencial de 

productos que se obtienen a partir de la actividad de las tres xilanasas sobre AX y la modificación 

de dicho perfil por la actividad posterior de CsAbf51A sobre los AXOS generados por las 

xilanasas, lo cual permite inferir cuáles productos generados por las xilanasas presentaban 

sustituciones. En ese sentido se observó que la combinación de CsAbf51A con CsXyn11A, resultó 

en un aumento en la banda de X2/Arabinosa y X3. Como era de esperar, debido a la inactivación 

de las xilanasas antes de la incorporación de las Abfs, no se observó mayor intensidad de la 

banda correspondiente a X1 en ninguna de las reacciones. Por otro lado, CsAbf62A liberó mayor 

cantidad de arabinosa que CsAbf51A a partir de AX, aunque no se observó una diferencia 

cualitativa en los perfiles de hidrólisis de las muestras tratadas con las xilanasas y CsAbf51A o 

CsAbf62A. Además, en este ensayo se empleó como control de reacción al cóctel enzimático 

NS2202 (Novozymes) con elevada actividad xilanasa y arabinofuranosidasa, que hidrolizó el 

sustrato a xilosa, arabinosa y probablemente X2. 

https://paperpile.com/c/VasZVp/LOias
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Figura R23: Productos de hidrólisis de AX generados por xilanasas, CsAbf51A, CsAbf62A o la combinación 

secuencial de esas enzimas y visualizados mediante cromatografía de capa delgada. Ara: estándar de 

arabinosa, X1-X6= estándar xilooligosacáridos, Cs: control sustrato, CeXyn: control enzima de xilanasas, 

CeAbf: control enzima arabinofuranosidasas, CeNS2202: control enzima NS2202. Condiciones de 

reacción: 0,5% de AX, concentración de enzimas 1μM, buffer citrato 50 mM pH 6,0, 37 °C, 200 rpm, 16 h. 

 

La cuantificación de AR resultó en niveles similares al ensayo secuencial, con un incremento 

significativo (p < 0,05) en la concentración de AR en las muestras tratadas con las xilanasas y α-

L-arabinofuranosidasas en comparación con las muestras tratadas solo con las xilanasas (Figura 

R24 A). Al comparar el efecto de ambas Abfs, no hubo diferencias estadísticamente significativas 

en el tratamiento de los productos de las xilanasas de la familia GH10 aunque sí hubo mayor 

cantidad de AR liberados al tratar con CsAbf62A los productos de hidrólisis de CsXyn11A, 

respecto del tratamiento con CsAbf51A (p < 0,05). A su vez la enzima comercial NS2202 produjo 

la máxima concentración de AR registrados (Figura R24 A). 

 

En cuanto a la concentración de arabinosa liberada, es destacable que, a pesar de que CsAbf62A 

liberó mayor concentración de arabinosa que CsAbf51A a partir de AX, no se observaron 

diferencias significativas en el rendimiento de arabinosa total generada por ambas Abfs al ser 

aplicadas sobre los productos de las xilanasas (p > 0,05). A su vez, NS2202 liberó la máxima 

concentración de arabinosa medida en la reacción (aproximadamente 1,1 mg/mL), mientras que 
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las enzimas CsAbf51A o CsAbf62A en combinación con xilanasas liberaron hasta un 45% de la 

cantidad alcanzada por dicho cóctel comercial (Figura R24 B).  

 

Figura R24:  Actividad de las Abfs CsAbf51A y CsAbf62 sobre los productos generados por la actividad de 

xilanasas sobre arabinoxilanos. Cuantificación de los productos de hidrólisis de AX generados por las β(1-

4)-xilanasas CsXyn10A, CsXyn10D y CsXyn11A, CsAbf51A, CsAbf62A o su combinación secuencial. A: 

Azúcares reductores cuantificados por DNS como equivalentes de xilosa, B: Arabinosa cuantificada por kit 

“L-Arabinose/D-Galactose Assay Kit”. Condiciones de reacción: 0,5% de AX, concentración de enzimas 

1μM, buffer citrato 50 mM pH 6,0, 37 °C, 200 rpm, 16 h. Las barras de error indican los desvíos estándar 

de tres réplicas. En A los asteriscos señalan diferencias significativas (p < 0,05) según test de Tukey entre 

los AR liberados por xilanasas con respecto a los liberados por la combinación xilanasa-

arabinofuranosidasa. En B indican diferencias significativas entre la arabinosa liberada desde AX solo por 

las Abf. ns= diferencias no significativas. 

 

Dado que tenemos particular interés en la aplicación de las arabinofuranosidasas para la 

obtención y caracterización de XOS, por su potencial utilidad como prebióticos y que queremos 

dilucidar el perfil de actividad de CsAbf51A sobre AXOS, las muestras obtenidas en este ensayo 

de combinación secuencial se analizaron posteriormente mediante HPAEC-PAD (Figura R25).  

 

El perfil de hidrolisis de AX con cada una de las β(1-4)-xilanasas coincidió con lo observado en el 

TLC. Al tratar el sustrato secuencialmente con las xilanasas y cada una de las Abf, se observó en 

todos los casos que las Abf llevaron a cabo la hidrolisis parcial de la arabinosa de los AXOS 

generados por las xilanasas, lo que además se confirmó además con el cambio de perfil 

correspondiente a los XOS generados y la arabinosa liberada. Es notorio que los perfiles de 
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hidrolisis generados por CsAbf51A y CsAbf62 son muy similares entre sí, lo cual puede 

representar un indicio de que su modo de acción sobre AXOS no difiere (Figura R25). Resultados 

previos de nuestro grupo de investigación indicaron que CsAbf62 es solo activa sobre enlaces 

simples de arabinosa presentes en AXOS, mientras que no tiene actividad sobre dobles enlaces. 

En función de los resultados obtenidos en esta Tesis, es probable que CsAbf51A tenga el mismo 

comportamiento. Por lo tanto, CsAbf51A actuaría sobre los AXOS, removiendo sustituciones 

simples de arabinosa, pero no sería capaz de hidrolizar dobles sustituciones de arabinosa, 

generando un perfil de XOS no sustituidos y AXOS con dobles sustituciones. 

 

Figura R25: Productos de reacción de diferentes AX tratados con β(1-4)-xilanasas CsXyn10A, CsXyn10D 

y CsXyn11A, o con β(1-4)-xilanasas y posteriormente con las Abf CsAbf51A o CsAbf62A visualizados 

mediante HPAEC-PAD. Referencias: Ara = arabinosa, Xyl = xilosa, AXOS = arabinoxilooligosacaridos. 

Condiciones de reacción: 0,5% de AX, concentración de enzimas 1μM, buffer citrato 50 mM pH 6,0, 37 °C, 

200 rpm. 

 

En la Figura R26 se resumen los resultados de la actividad de CsAbf51A. La enzima tiene 

actividad α-L-arabinofuranosidasa (EC 3.2.1.55) principalmente sobre AXOS, hidrolizando las 

moléculas de arabinosa unidas en enlaces α(1-3) y α(1-2), pero no en dobles enlaces. A su vez, 

CsAbf51A libera arabinosa a partir de arabinano hidrolizando enlaces α(1-3) y/o α(1-5) (extremo 

no reductor). 
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Figura R26: Modelo de actividad de la enzima CsAbf51A. 
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4. DISCUSIÓN Y CONCLUSIONES 

4.1 Discusión 

La cepa Cellulomonas sp. B6 ha demostrado ser fuente importante de enzimas activas sobre 

celulosa y hemicelulosa (Piccinni y col., 2016). En el presente trabajo de Tesis se caracterizó la 

enzima CsAbf51A, una arabinofuranosidasa (Abf) intracelular de la familia GH51, cuya secuencia 

está codificada en el genoma de Cellulomonas sp. B6 (Piccinni y col., 2018). Las enzimas de la 

familia GH51 presentan principalmente actividad α-L-arabinofuranosidasa (EC 3.2.1.55). Esto 

implica que hidrolizan enlaces glicosídicos α(1-2), α(1-3) y/o α(1-5) de L-arabinofuranosidos 

terminales localizados en el extremo no reductor de arabinoxilanos, arabinogalactanos y L-

arabinanos  (Thakur y col., 2019; Tu y col., 2019).  

La hipótesis planteada en este trabajo es que las enzimas de la familia GH51 de Cellulomonas, 

sp. B6, expresadas de forma recombinante, presentan actividad α-L-arabinofuranosidasa sobre 

arabinoxilanos y/o sobre los arabino-xilooligosacáridos y que actuarán de manera sinérgica con 

β-1,4-endo-xilanasas para mejorar la deconstrucción de arabinoxilanos. Esta hipótesis se 

enmarca en el objetivo general de desarrollar bioprocesos enzimáticos para valorizar la fracción 

de hemicelulosa de los cereales, por ejemplo, obteniendo xilo-oligosacáridos prebióticos.  

Las enzimas de la familia GH51 fueron agrupadas recientemente en 14 subfamilias (SF). El 

análisis bioinformático reveló que tanto CsAbf51A como KSW29942.1, la otra GH51 codificada 

en el genoma de Cellulomonas sp. B6, se clasifican en la SF 1 a pesar de mostrar una identidad 

de secuencia muy baja entre ellas. Esta SF es la más abundante dentro de la familia y se 

compone de proteínas con actividad α-L-arabinofuranosidasa (EC 3.2.1.55), celobiohidrolasa (EC 

3.2.1.91) y exo-α-1,3-L-arabinofuranosidasa (EC 3.2.1.-) (www.cazy.org/GH51_1_characterized).  

Hubiese resultado de interés hacer un análisis funcional comparativo de ambas proteínas a modo 

de dilucidar si la baja identidad de secuencia tiene alguna influencia en el perfil bioquímico de 

ambas proteínas. Sin embargo, KSW29942.1 no fue obtenida en la fracción soluble durante los 

experimentos de expresión recombinante, por lo cual no fue posible avanzar con su 

caracterización. Por otra parte, CsAbf51A se expresó de manera soluble y eficiente en E. coli 

Rosetta, de manera similar a otras Abfs bacterianas recombinantes pertenecientes a la familia 

GH51 (Poria y col., 2020). CsAbf51A tiene 82% de identidad con una Abf (AbfCelf) de 

Cellulomonas fimi ATCC 484, la única GH51 del género Cellulomonas caracterizada hasta la 

fecha (Yang y col., 2015).  

http://www.cazy.org/GH51_1_characterized
http://www.cazy.org/GH51_1_characterized
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La actividad de la enzima CsAbf51A fue optima a 50 °C (conservando más del 80% de actividad 

en el rango de temperatura de 40°C a 60°C), y pH de 6,0 a 6,5. Estos resultados concuerdan 

además con otras Abfs microbianas caracterizadas que tienen su óptimo de reacción entre pH 

5,0 y 8,0 y a temperaturas de 40 a 60 °C (Oh y col., 2019). Por ejemplo, AbfCelf tiene actividad 

óptima a pH 6,0 y 40°C, mientras que. las Abfs de B. subtilis mostraron su mayor actividad en el 

rango entre 50 a 60 °C y pH 8,0 (Inácio y col., 2008) y la GAFase de Geobacillus sp. a 60 °C y 

pH 5,0 (Park y Kim, 2007).  

La actividad específica de CsAbf51A sobre pNP-A en las condiciones óptimas de reacción fue 

158,1 ± 0,6 U/mg, lo que es un orden de magnitud mayor que lo observado en AbfCelf (19,4 

U/mg), (Yang y col., 2015), aunque ambas enzimas presentaron constantes cinéticas del mismo 

orden de magnitud. Al analizar el cociente Kcat/KM que cuantifica la eficiencia catalítica de las 

enzimas, CsAbf51A presentó un valor de 371,2 (seg-1 mM-1), mientras que los valores reportados 

para AbfCelf son menores (82,4 s-1 mM-1), lo que sugiere que CsAbf51A tendría una mayor 

eficiencia catalítica. Asimismo, los valores de KM indicarían que CsAbf51A (KM = 0,3 mM) tiene 

mayor afinidad por el sustrato que AbfCelf (KM = 1,5 mM). De cualquier manera, para poder 

comprar efectivamente ambas enzimas, los ensayos deberían ser realizados en el mismo 

laboratorio o utilizar protocolos estandarizados.  

CsAbf51A presentó actividad α-L-arabinofuranosidasa, liberando únicamente arabinosa a partir 

de arabino-xilooligosacáridos (AXOS), arabinoxilano (AX) de trigo, arabinano lineal y sustituido, 

confirmando la actividad predicha α-L-arabinofuranosidasa (EC 3.2.1.55). Además, la enzima no 

presentó actividad sobre ninguno de los sustratos no arabinósicos ensayados. Estos resultados, 

utilizando distintos oligosacáridos y polisacáridos comerciales, demostraron que CsAbf51A tiene 

especificidad para hidrolizar completamente las sustituciones simples de arabinosa por medio de 

enlaces α(1-2) o α(1-3), tanto internas como en el extremo no-reductor en AXOS, además de 

mostrar una leve actividad de hidrólisis de las sustituciones presentes en el polisacárido AX. De 

acuerdo a la especificidad de sustrato, las Abfs pueden clasificarse en tres tipos. Las Abfs tipo A 

(AbfA) actúan preferentemente sobre arabinooligomeros (arabino-oligosacáridos, AOS, y/o 

AXOS), mientras que las Abfs tipo B (AbfB) actúan indistintamente sobre polisacáridos (AX, 

arabinano) o arabinooligomeros. En contraste, las Abfs tipo C tienen actividad específica sobre 

AX (Long y col., 2024; Poria y col., 2020; Tu y col., 2019). En función de los resultados obtenidos, 

CsAbf51A correspondería a la clasificación Abf tipo A, dado que mostró preferencia por AXOS 

por sobre AX.  
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A su vez las pruebas realizadas con CsAbf51A sobre el polisacárido arabinano demostraron su 

capacidad de hidrolizar enlaces α(1-3) y/o α(1-5) lo cual representa una diferencia significativa 

con respecto a la enzima CsAbf62A, una GH62 recombinante de Cellulomonas sp. B6 

previamente caracterizada en nuestro laboratorio  (Garrido y col., 2022), que hidroliza únicamente 

enlaces α(1-3) y α(1-2) y no tiene capacidad de hidrólisis sobre enlaces arabinosídicos α(1-5), 

pero que es capaz de liberar arabinosa desde AX de trigo más eficientemente que CsAbf51A. 

Siguiendo con la comparación entre ambas enzimas, resulta notable que CsAbf51A haya 

presentado mayor capacidad de liberar arabinosa desde arabinano tanto en su forma lineal como 

en su forma sustituida, comparativamente con la arabinosa liberada desde AX de trigo en las 

mismas condiciones de reacción.  Estos hallazgos conjuntos coinciden con lo informado por 

Hoffmam y col., (2013), quienes indicaron que la familia GH62 es capaz de hidrolizar 

arabinoxilanos, mientras que las Abfs de la familia GH51 hidrolizan preferentemente arabinanos.  

Además, se obtiene un punto de partida para sugerir que CsAbf51A tiene preferencia para 

hidrolizar enlaces entre dos arabinosas, en lugar de enlaces entre arabinosas y xilosas. En ese 

sentido, surge la perspectiva de determinar si CsAbf51A es más eficiente en la hidrólisis de AOS 

que en la de AXOS.  

La actividad y especificidad de sustrato de CsAbf51A concuerda con el modelado de su estructura 

tridimensional, donde se observó la disposición espacial de residuos clave responsables de la 

catálisis y la unión a ligando. Dichos residuos coinciden con los residuos conservados 

responsables de la actividad y especificidad de la GH51 AbfCelf, cuya disposición espacial se 

superpone, además,  con diferentes Abfs de la familia GH51, y que, de manera similar a 

CsAbf51A, presenta especificidad para degradar pNP-A, AXOS, arabinano lineal y sustituido 

(Yang y col., 2015).  

La valorización de la hemicelulosa es muy relevante dado su elevado contenido en la biomasa 

vegetal y las múltiples aplicaciones posibles de los productos derivados de ella. En particular, los 

oligosacáridos derivados del xilano (XOS) resultan productos interesantes de la degradación 

enzimática dado su potencial como prebióticos y endulzantes de bajas calorías. Además, se sabe 

que la estructura de esos XOS es determinante para su efecto prebiótico, dado que según sean 

sustituidos o no sustituidos y dependiendo del tipo de sustituciones que presenten estimularán 

diferencialmente la microbiota intestinal (Nordberg Karlsson y col., 2018). Por lo tanto, es 

importante tener diferentes variantes de XOS para evaluar su potencial prebiótico diferencial, lo 

cual representa un objetivo de trabajo en nuestro laboratorio. 
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Recientemente se han logrado avances importantes con respecto a la producción de XOS 

sustituidos con arabinosa (AXOS) o ácido glucurónico (GXOS) empleando xilanasas. La adición 

de enzimas accesorias, capaces de eliminar esas sustituciones, puede servir como herramienta 

para remover específicamente las sustituciones y evaluar así su impacto en la actividad biológica 

de los XOS/AXOS. Además, se ha reportado que ciertas enzimas accesorias actuarían 

favoreciendo la disponibilidad del xilano a las xilanasas a través de la eliminación de las 

sustituciones que impiden su acceso al sustrato (Bouiche y col., 2023).  

En el presente trabajo, se demostró que CsAbf51A actúa de manera sinérgica con β(1-4)-

xilanasas de la familia GH10 (CsXyn10A y CsXyn10D) en la hidrolisis de AX de trigo, para obtener 

xilosa y arabinosa cuando las enzimas se emplean de manera simultánea. También se observó 

un aumento de XOS cortos, además de arabinosa, cuando se combinó con la β(1-4)-xilanasa 

CsXyn11A, si bien el incremento fue aditivo y no sinérgico.  

Dado que CsAbf51A no es significativamente activa sobre las sustituciones de arabinosa 

presente en AX, es probable que el aumento de los azúcares liberados en las reacciones con las 

xilanasas se deba a que esta enzima actuó liberando la arabinosa presente en los AXOS 

generados por las xilanasas. De manera similar, Tu y col., (2019) observaron un incremento 

significativo en la liberación de arabinosa, xilosa, X2 y X3 al combinar una xilanasa con la Abf 

TlAbf51 con respecto a los rendimientos alcanzados por cada enzima individualmente. En 

concordancia con estos autores, para su sistema en estudio, la hidrólisis del AX por las xilanasas 

genera AXOS más accesibles para CsAbf51A, mientras que la eliminación de las cadenas 

laterales de esos AXOS por CsAbf51A también puede mejorar la eficiencia de su degradación a 

productos más cortos por parte de las xilanasas.  

Si bien la xilosa es un azúcar fermentable que puede servir como precursor químico de otros 

compuestos, la producción de diferentes tipos de XOS nos resulta más atractiva que la 

acumulación de xilosa por las razones previamente mencionadas. Por lo tanto, en función de los 

resultados anteriores, evaluamos la combinación de las β(1-4) xilanasas y CsAbf51A de manera 

secuencial. De esa manera, los productos de las β(1-4) xilanasas se convirtieron en sustratos de 

la Abf, pero no fueron nuevamente hidrolizados por las β(1-4) xilanasas por lo que no se 

incrementó la concentración de xilosa como en los ensayos en simultáneo. 

En los ensayos secuenciales se observó mediante HPAEC-PAD que CsAbf51A fue activa sobre 

la mayor parte de los AXOS generados por las xilanasas, cambiando el perfil de AXOS a XOS. A 

su vez, los perfiles de hidrólisis de CsAbf51A sobre dichos AXOS fueron muy similares a los 
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obtenidos con CsAbf62A, empleada como Abf control. Según reportaron Garrido y col. (2022), 

CsAbf62A es activa solamente sobre la arabinosa unida mediante simples enlaces α(1-2) o α(1-

3) a los AXOS, pero no sobre dobles enlaces. Por el contrario, dos Santos y col. (2018) sugirieron 

que las GH51 serían activas también sobre dobles enlaces de arabinosa, típicamente presentes 

en AX de trigo y por ende en los AXOS derivados de éste. La similitud en el perfil de hidrólisis 

generado por ambas enzimas, en el que se observa la presencia del mismo producto recalcitrante 

a la degradación enzimática nos daría indicios para suponer que, al igual que CsAbf62A, 

CsAbf51A tampoco es activa sobre las sustituciones dobles de arabinosa. Sin embargo, para 

comprobar esto, es preciso realizar ensayos con los sustratos adecuados (di- α-L-

arabinofuranosil-xilotriosa: A2,3XX). 

En resumen, la caracterización de CsAbf51A abre nuevas perspectivas para el desarrollo de 

bioprocesos enzimáticos destinados a la valorización de la fracción de hemicelulosa de cereales, 

facilitando la producción de xilo-oligosacáridos prebióticos y ofreciendo una herramienta potencial 

para mejorar la eficiencia de la deconstrucción de arabinoxilanos. Estos hallazgos destacan la 

importancia de comprender y aprovechar las capacidades enzimáticas de microorganismos como 

Cellulomonas sp. B6 para avanzar en la explotación sostenible de recursos vegetales y la 

producción de compuestos de interés industrial y biotecnológico. 

4.2 Conclusiones y perspectivas. 

Los resultados obtenidos en este trabajo permitieron la caracterización estructural in silico y las 

propiedades bioquímicas de la enzima CsAbf51A, identificada como miembro de la subfamilia 1 

de la familia GH51 y obtenida por expresión recombinante en E. coli Rosetta. 

CsAbf51A presentó actividad α-L-arabinofuranosidasa (EC 3.2.1.55) sobre pNP-A, AXOS, 

arabinano y en menor medida sobre AX. La actividad de CsAbf51A fue demostrada sobre enlaces 

simples α(1-2) y α(1-3) de arabinosas presentes en sustituciones internas y en el extremo no 

reductor de AXOS, aunque no pareciera presentar actividad sobre sustituciones dobles. Además, 

presentó actividad sobre los enlaces α(1-5) y/o α(1-3) de arabinosas terminales de arabinano. 

CsAbf51A exhibió sinergismo con β(1-4)-xilanasas de la familia GH10 para transformar AX en 

arabinosa, xilosa y XOS cortos, demostrando la Hipótesis planteada en este trabajo de Tesis. La 

eficiencia y el perfil de hidrólisis resultante fue comparable a los obtenidos con la 

arabinofuranosidasa CsAbf62A, aunque esta última presenta mayor actividad sobre AX y no 

presenta actividad sobre los enlaces α(1-5) del arabinano. 
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El conjunto de resultados obtenidos en esta Tesis demostró, por lo tanto, que CsAbf51A podría 

ser una enzima atractiva para emplear en bioprocesos de valorización del arabinoxilano de 

cereales, en combinación con xilanasas, para obtener XOS/AXOS prebióticos y aportar 

alternativas a la cadena de valor de cereales como el trigo o maíz, en el contexto de biorefinerías. 

Además, los resultados obtenidos son un punto de partida para una futura caracterización más 

exhaustiva de la actividad de CsAbf51A sobre arabinano de diferentes fuentes, formando parte 

de cócteles con otras enzimas activas sobre este polisacárido, apuntando a generar productos 

de valor agregado. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

85 
 

BIBLIOGRAFÍA 

Abdeshahian, P., Kadier, A., Rai, P. K., & da Silva, S. S. (2020). Lignocellulose as a renewable 

carbon source for microbial synthesis of different enzymes. En Lignocellulosic Biorefining 

Technologies (pp. 185-202). Wiley. https://doi.org/10.1002/9781119568858.ch9 

Arreola-Barroso, R., Quintero-Hernández, V., Muñoz-Rojas, J., Gaytán, P., Rivera-Urbalejo, P., 

Rosete-Enríquez, M., Martínez-Martínez, L., & Juárez-González, V. R. (2022). SWISS-

MODEL es un generador de modelos estructurales de proteínas cuyas estructuras aún no 

están depositadas en el PDB. Zenodo. https://doi.org/10.5281/ZENODO.7106150 

Aziz, R. K., Bartels, D., Best, A. A., DeJongh, M., Disz, T., Edwards, R. A., Formsma, K., Gerdes, 

S., Glass, E. M., Kubal, M., Meyer, F., Olsen, G. J., Olson, R., Osterman, A. L., Overbeek, 

R. A., McNeil, L. K., Paarmann, D., Paczian, T., Parrello, B., … Zagnitko, O. (2008). The 

RAST Server: rapid annotations using subsystems technology. BMC Genomics, 9, 75. 

https://doi.org/10.1186/1471-2164-9-75 

Bajpai, P. (2014). Xylanolytic Enzymes. Academic Press. 

https://play.google.com/store/books/details?id=sUd1AgAAQBAJ 

Barabási, L (2016). Networkscience. http://networksciencebook.com/chapter/9 

Bastian, M., Heymann, S., & Jacomy, M. (2009). Gephi: An Open Source Software for Exploring 

and Manipulating Networks. Proceedings of the International AAAI Conference on Web 

and Social Media, 3(1), 361-362. https://doi.org/10.1609/icwsm.v3i1.13937 

Batista Meneses, Diego, Gabriela Montes de Oca-Vásquez, José Roberto Vega-Baudrit, Mauricio 

Rojas-Álvarez, Joshua Corrales-Castillo, and Luis C. Murillo-Araya. 2022. “Pretreatment 

Methods of Lignocellulosic Wastes into Value-Added Products: Recent Advances and 

Possibilities.” Biomass Conversion and Biorefinery 12 (2): 547–64. 

https://doi.org/10.1007/s13399-020-00722-0 

Benatti, A. L. T., & Polizeli, M. de L. T. de M. (2023). Lignocellulolytic biocatalysts: The main 

players involved in multiple biotechnological processes for biomass valorization. 



 

86 
 

Microorganisms, 11(1), 162. https://doi.org/10.3390/microorganisms11010162 

Bisong, E. (2019). Google Colaboratory. En E. Bisong (Ed.), Building Machine Learning and Deep 

Learning Models on Google Cloud Platform: A Comprehensive Guide for Beginners (pp. 

59-64). Apress. https://doi.org/10.1007/978-1-4842-4470-8_7 

Bouiche, C., Houfani, A. A., Azzouz, Z., Taouzinet, L., Medouni-Haroune, L., Amrane-Abider, M., 

& Madani, K. (2023). Exploring the potential of xylooligosaccharides as prebiotics: insights 

from CAZymes families and their emerging health benefits. Biologia, 78(7), 1789-1806. 

https://doi.org/10.1007/s11756-023-01440-4 

Campos, E., Negro Alvarez, M. J., Sabarís di Lorenzo, G., Gonzalez, S., Rorig, M., Talia, P., 

Grasso, D. H., Sáez, F., Manzanares Secades, P., Ballesteros Perdices, M., & Cataldi, A. 

A. (2014). Purification and characterization of a GH43 β-xylosidase from Enterobacter sp. 

identified and cloned from forest soil bacteria. Microbiological Research, 169(2-3), 213-

220. https://doi.org/10.1016/j.micres.2013.06.004 

Canakci, S., Belduz, A. O., Saha, B. C., Yasar, A., Ayaz, F. A., & Yayli, N. (2007). Purification and 

characterization of a highly thermostable α-L-arabinofuranosidase from Geobacillus 

caldoxylolyticus TK4. Applied Microbiology and Biotechnology, 75(4), 813-820. 

https://doi.org/10.1007/s00253-007-0884-1 

Chukwuma, O. B., Rafatullah, M., Tajarudin, H. A., & Ismail, N. (2020). Lignocellulolytic Enzymes 

in Biotechnological and Industrial Processes: A Review. Sustainability: Science Practice 

and Policy, 12(18), 7282. https://doi.org/10.3390/su12187282 

Cozannet, P., Kidd, M. T., Montanhini Neto, R., & Geraert, P.-A. (2017). Next-generation non-

starch polysaccharide-degrading, multi-carbohydrase complex rich in xylanase and 

arabinofuranosidase to enhance broiler feed digestibility. Poultry Science, 96(8), 2743-

2750. https://doi.org/10.3382/ps/pex084 

Debeche, T., Cummings, N., Connerton, I., Debeire, P., & O’Donohue, M. J. (2000). Genetic and 

Biochemical Characterization of a Highly Thermostable α- L -arabinofuranosidase from 



 

87 
 

Thermobacillus xylanilyticus. Applied and Environmental Microbiology, 66(4), 1734-1736. 

https://doi.org/10.1128/aem.66.4.1734-1736.2000 

Dionisi, H. M., Lozada, M., & Campos, E. (2023). Diversity of GH51 α-L-arabinofuranosidase 

homolog sequences from subantarctic intertidal sediments. Biologia , 78(7), 1899-1918. 

https://doi.org/10.1007/s11756-023-01382-x 

dos Santos, C. R., de Giuseppe, P. O., de Souza, F. H. M., Zanphorlin, L. M., Domingues, M. N., 

Pirolla, R. A. S., Honorato, R. V., Tonoli, C. C. C., de Morais, M. A. B., de Matos Martins, 

V. P., Fonseca, L. M., Büchli, F., de Oliveira, P. S. L., Gozzo, F. C., & Murakami, M. T. 

(2018). The mechanism by which a distinguishing arabinofuranosidase can cope with 

internal di-substitutions in arabinoxylans. Biotechnology for Biofuels, 11(1). 

https://doi.org/10.1186/s13068-018-1212-y 

Gao, J., Zhao, Y., Zhang, G., Li, Y., & Li, Q. (2018). Production optimization, purification, 

expression, and characterization of a novel α-L-arabinofuranosidase from Paenibacillus 

polymyxa. Electronic Journal of Biotechnology: EJB, 36, 24-33. 

https://doi.org/10.1016/j.ejbt.2018.09.002 

Garrido, M. M. (2022). Enzimas microbianas activas sobre polisacáridos estructurales de pared 

celular vegetal : producción recombinante y caracterización bioquímica y funcional 

[Universidad de Buenos Aires. Facultad de Ciencias Exactas y Naturales]. 

https://bibliotecadigital.exactas.uba.ar/collection/tesis/document/tesis_n7084_Garrido 

Garrido, M. M., Piccinni, F. E., Landoni, M., Peña, M. J., Topalian, J., Couto, A., Wirth, S. A., 

Urbanowicz, B. R., & Campos, E. (2022). Insights into the xylan degradation system of 

Cellulomonas sp. B6: biochemical characterization of rCsXyn10A and rCsAbf62A. Applied 

Microbiology and Biotechnology, 106(13-16), 5035-5049. https://doi.org/10.1007/s00253-

022-12061-3 

Ghio, S. (2018). Prospección y caracterización de bacterias celulolíticas y hemicelulolíticas 

[Universidad de Buenos Aires. Facultad de Ciencias Exactas y Naturales]. 



 

88 
 

https://bibliotecadigital.exactas.uba.ar/collection/tesis/document/tesis_n6385_Ghio 

Gilead, S., & Shoham, Y. (1995). Purification and characterization of alpha-L-arabinofuranosidase 

from Bacillus stearothermophilus T-6. Applied and Environmental Microbiology, 61(1), 

170-174. https://doi.org/10.1128/aem.61.1.170-174.1995  

Grant, J. R., Enns, E., Marinier, E., Mandal, A., Herman, E. K., Chen, C.-Y., Graham, M., Van 

Domselaar, G., & Stothard, P. (2023). Proksee: in-depth characterization and visualization 

of bacterial genomes. Nucleic Acids Research, 51(W1), W484-W492. 

https://doi.org/10.1093/nar/gkad326 

Grondin, J. M., Tamura, K., Déjean, G., Wade Abbott, D., & Brumer, H. (2017). Polysaccharide 

Utilization Loci: Fueling Microbial Communities. Journal of Bacteriology. 

https://doi.org/10.1128/jb.00860-16 

Hagberg, A., & Conway, D. (2020). Networkx: Network analysis with python. URL: 

https://networkx. github. io. https://www.researchgate.net/profile/Ashis-

Talukder/post/Which-open-source-software-is-best-for-network-data-

analysis/attachment/59d64a4a79197b80779a4976/AS%3A474696404738050%4014901

87850410/download/stna-lecture11_very+good.pdf 

Hoffmam, Z. B., Oliveira, L. C., Cota, J., Alvarez, T. M., Diogo, J. A., de Oliveira Neto, M., Citadini, 

A. P. S., Leite, V. B. P., Squina, F. M., Murakami, M. T., & Ruller, R. (2013). 

Characterization of a Hexameric Exo-Acting GH51 α-L-arabinofuranosidase from the 

Mesophilic Bacillus subtilis. Molecular Biotechnology, 55(3), 260-267. 

https://doi.org/10.1007/s12033-013-9677-1 

Houfani, A. A., Anders, N., Spiess, A. C., Baldrian, P., & Benallaoua, S. (2020). Insights from 

enzymatic degradation of cellulose and hemicellulose to fermentable sugars– a review. 

Biomass & Bioenergy, 134(105481), 105481. 

https://doi.org/10.1016/j.biombioe.2020.105481 

Humphrey, W., Dalke, A., & Schulten, K. (1996). VMD: visual molecular dynamics. Journal of 



 

89 
 

Molecular Graphics, 14(1), 33-38, 27-28. https://doi.org/10.1016/0263-7855(96)00018-5 

İlgü, H., Sürmeli, Y., & Şanlı-Mohamed, G. (2018). A thermophilic α-L-srabinofuranosidase from 

Geobacillus vulcani GS90: heterologous expression, biochemical characterization, and its 

synergistic action in fruit juice enrichment. European Food Research and Technology, 

244(9), 1627-1636. https://doi.org/10.1007/s00217-018-3075-7 

Inácio, J. M., Correia, I. L., & de Sá-Nogueira, I. (2008). Two distinct arabinofuranosidases 

contribute to arabino-oligosaccharide degradation in Bacillus subtilis. Microbiology 

(Reading, England), 154(Pt 9), 2719-2729. https://doi.org/10.1099/mic.0.2008/018978-0 

Javier, P. F. I., Óscar, G., Sanz-Aparicio, J., & Díaz, P. (2007). Xylanases: Molecular Properties 

and Applications. En Industrial Enzymes (pp. 65-82). Springer Netherlands. 

https://doi.org/10.1007/1-4020-5377-0_5 

Joseleau, J. P., and S. Pérez. 2016. The Plant Cell Walls: Complex Polysaccharide Nano-

Composites. http://www.glycopedia.eu/IMG/pdf/the_plant_cell_walls.pdf 

Juturu, V., & Wu, J. C. (2013). Insight into microbial hemicellulases other than xylanases: a review. 

Journal of Chemical Technology and Biotechnology , 88(3), 353-363. 

https://doi.org/10.1002/jctb.3969 

Keegstra, K. (2010). Plant Cell Walls. Plant Physiology, 154(2), 483-486. 

https://doi.org/10.1104/pp.110.161240 

Komeno, M., Hayamizu, H., Fujita, K., & Ashida, H. (2019). Two Novel α- L -arabinofuranosidases 

from Bifidobacterium longum subsp. longum Belonging to Glycoside Hydrolase Family 43 

Cooperatively Degrade Arabinan. Applied and Environmental Microbiology, 85(6). 

https://doi.org/10.1128/aem.02582-18 

Lagaert, S., Pollet, A., Courtin, C. M., & Volckaert, G. (2014). β-Xylosidases and α-l-

arabinofuranosidases: Accessory enzymes for arabinoxylan degradation. Biotechnology 

Advances, 32(2), 316-332. https://doi.org/10.1016/j.biotechadv.2013.11.005 

Li, Dan-Dan, Jin-Lan Wang, Ya Liu, Yue-Zhong Li, and Zheng Zhang. 2021. “Expanded Analyses 



 

90 
 

of the Functional Correlations within Structural Classifications of Glycoside Hydrolases.” 

Computational and Structural Biotechnology Journal 19: 5931–42. 

https://doi.org/10.1016/j.csbj.2021.10.039 

Long, Liangkun, Qunying Lin, Jing Wang, and Shaojun Ding. 2024. “Microbial α-L-

Arabinofuranosidases: Diversity, Properties, and Biotechnological Applications.” World 

Journal of Microbiology and Biotechnology 40 (3). https://doi.org/10.1007/s11274-023-

03882-z 

Loix, C., Huybrechts, M., Vangronsveld, J., Gielen, M., Keunen, E., & Cuypers, A. (2017). 

Reciprocal Interactions between Cadmium-Induced Cell Wall Responses and Oxidative 

Stress in Plants. Frontiers in Plant Science, 8, 1867. 

https://doi.org/10.3389/fpls.2017.01867 

Long, L., Lin, Q., Wang, J., & Ding, S. (2024). Microbial α-L-arabinofuranosidases: diversity, 

properties, and biotechnological applications. World Journal of Microbiology and 

Biotechnology, 40(3). https://doi.org/10.1007/s11274-023-03882-z 

Mavromatis, K., Sikorski, J., Lapidus, A., Glavina Del Rio, T., Copeland, A., Tice, H., Cheng, J.-

F., Lucas, S., Chen, F., Nolan, M., Bruce, D., Goodwin, L., Pitluck, S., Ivanova, N., 

Ovchinnikova, G., Pati, A., Chen, A., Palaniappan, K., Land, M., … Kyrpides, N. C. (2010). 

Complete genome sequence of Alicyclobacillus acidocaldarius type strain (104-IAT). 

Standards in Genomic Sciences, 2(1), 9-18. https://doi.org/10.4056/sigs.591104 

McMurry, J. E. (2017). Química orgánica (9a. ed.). Cengage Learning. 

https://play.google.com/store/books/details?id=2vyVswEACAAJ 

McNamara, J. T., Morgan, J. L. W., & Zimmer, J. (2015). A molecular description of cellulose 

biosynthesis. Annual Review of Biochemistry, 84, 895-921. 

https://doi.org/10.1146/annurev-biochem-060614-033930 

Merino, D., Quilez-Molina, A. I., Perotto, G., Bassani, A., Spigno, G., & Athanassiou, A. (2022). A 

second life for fruit and vegetable waste: a review on bioplastic films and coatings for 



 

91 
 

potential food protection applications. Green Chemistry: An International Journal and 

Green Chemistry Resource: GC, 24(12), 4703-4727. 

https://doi.org/10.1039/D1GC03904K 

Michlmayr, H., Nauer, S., Brandes, W., Schümann, C., Kulbe, K. D., del Hierro, A. M., & Eder, R. 

(2012). Release of wine monoterpenes from natural precursors by glycosidases from 

Oenococcus oeni. Food Chemistry, 135(1), 80-87. 

https://doi.org/10.1016/j.foodchem.2012.04.099 

Miller, G. L. (1959). Use of dinitrosalicylic acid reagent for determination of reducing sugar. 

Analytical Chemistry, 31(3), 426-428. https://doi.org/10.1021/ac60147a030 

Moon, Y. H., Iakiviak, M., Bauer, S., Mackie, R. I., & Cann, I. K. O. (2011). Biochemical analyses 

of multiple endoxylanases from the Rumen bacterium Ruminococcus albus 8 and their 

synergistic activities with accessory hemicellulose-degrading enzymes. Applied and 

Environmental Microbiology, 77(15), 5157-5169. https://doi.org/10.1128/aem.00353-11 

Mullis, K. B. (1990). The unusual origin of the polymerase chain reaction. Scientific American, 

262(4), 56-61, 64-65. https://doi.org/10.1038/scientificamerican0490-56 

Naik, S. N., Vaibhav V. Goud, Prasant K. Rout, and Ajay K. Dalai. 2010. “Production of First and 

Second Generation Biofuels: A Comprehensive Review.” Renewable and Sustainable 

Energy Reviews 14 (2): 578–97. https://doi.org/10.1016/j.rser.2009.10.003. 

Nelson, D. L., & Cox, M. (2021). Lehninger Principles of Biochemistry: International Edition. WH 

Freeman.https://books.google.com/books/about/Lehninger_Principles_of_Biochemistry.h

tml?hl=&id=NYoJzgEACAAJ 

Nordberg Karlsson, E., Schmitz, E., Linares-Pastén, J. A., & Adlercreutz, P. (2018). Endo-

xylanases as tools for production of substituted xylooligosaccharides with prebiotic 

properties. Applied Microbiology and Biotechnology, 102(21), 9081-9088. 

https://doi.org/10.1007/s00253-018-9343-4 

Numan, M. T., & Bhosle, N. B. (2006). α-L-Arabinofuranosidases: the potential applications in 



 

92 
 

biotechnology. Journal of Industrial Microbiology & Biotechnology, 33(4), 247-260. 

https://doi.org/10.1007/s10295-005-0072-1 

Oh, G. W., Kang, Y., Choi, C.-Y., Kang, S.-Y., Kang, J.-H., Lee, M.-J. L., Han, N. S., & Kim, T.-J. 

(2019). Detailed mode of action of arabinan-debranching L-arabinofuranosidase GH51 

from Bacillus velezensis. Journal of Microbiology and Biotechnology, 29(1), 37-43. 

https://doi.org/10.4014/jmb.1811.11035 

Okolie, Jude A., Sonil Nanda, Ajay K. Dalai, and Janusz A. Kozinski. 2021. “Chemistry and 

Specialty Industrial Applications of Lignocellulosic Biomass.” Waste and Biomass 

Valorization 12 (5): 2145–69. https://doi.org/10.1007/s12649-020-01123-0. 

Ontañon, O. M., Bedő, S., Ghio, S., Garrido, M. M., Topalian, J., Jahola, D., Fehér, A., Valacco, 

M. P., Campos, E., & Fehér, C. (2021). Optimisation of xylanases production by two 

Cellulomonas strains and their use for biomass deconstruction. Applied Microbiology and 

Biotechnology, 105(11), 4577-4588. https://doi.org/10.1007/s00253-021-11305-y 

Ontañon, O. M., Ghio, S., Marrero Díaz de Villegas, R., Piccinni, F. E., Talia, P. M., Cerutti, M. L., 

& Campos, E. (2018). EcXyl43 β-xylosidase: molecular modeling, activity on natural and 

artificial substrates, and synergism with endoxylanases for lignocellulose deconstruction. 

Applied Microbiology and Biotechnology, 102(16), 6959-6971. 

https://doi.org/10.1007/s00253-018-9138-7 

Park, J. M., Han, N. S., & Kim, T. J. (2007). Rapid detection and isolation of known and putative 

α-L-arabinofuranosidase genes using degenerate PCR primers. J. Microbiol. Biotechnol, 

17, 481-489. 

Payne, C. M., Knott, B. C., Mayes, H. B., Hansson, H., Himmel, M. E., Sandgren, M., Ståhlberg, 

J., & Beckham, G. T. (2015). Fungal cellulases. Chemical Reviews, 115(3), 1308-1448. 

https://doi.org/10.1021/cr500351c 

Piccinni, F. E., Ontañon, O. M., Ghio, S., Sauka, D. H., Talia, P. M., Rivarola, M. L., Valacco, M. 

P., & Campos, E. (2019). Secretome profile of Cellulomonas sp. B6 growing on 



 

93 
 

lignocellulosic substrates. Journal of Applied Microbiology, 126(3), 811-825. 

https://doi.org/10.1111/jam.14176 

Piccinni, F., Murua, Y., Ghio, S., Talia, P., Rivarola, M., & Campos, E. (2016). Draft Genome 

Sequence of Cellulolytic and Xylanolytic Cellulomonas sp. Strain B6 Isolated from 

Subtropical Forest Soil. Genome Announcements, 4(4). 

https://doi.org/10.1128/genomeA.00891-16 

Piccinni, Florencia Elizabeth, Ontañon, O. M., Ghio, S., Sauka, D. H., Talia, P. M., Rivarola, M. L., 

Valacco, M. P., & Campos, E. (2018). Secretome profile of Cellulomonas sp. B6 growing 

on lignocellulosic substrates. Journal of Applied Microbiology, jam.14176. 

https://doi.org/10.1111/jam.14176 

Poria, V., Saini, J. K., Singh, S., Nain, L., & Kuhad, R. C. (2020). Arabinofuranosidases: 

Characteristics, microbial production, and potential in waste valorization and industrial 

applications. Bioresource Technology, 304(123019), 123019. 

https://doi.org/10.1016/j.biortech.2020.123019 

Robert, X., & Gouet, P. (2014). Deciphering key features in protein structures with the new 

ENDscript server. Nucleic Acids Research, 42(Web Server issue), W320-4. 

https://doi.org/10.1093/nar/gku316 

Sadula, Sunitha, Abhay Athaley, Weiqing Zheng, Marianthi Ierapetritou, and Basudeb Saha. 2017. 

“Process Intensification for Cellulosic Biorefineries.” ChemSusChem 10 (12): 2566–72. 

https://doi.org/10.1002/cssc.201700183 

Saini, J. K., Saini, R., & Tewari, L. (2015). Lignocellulosic agriculture wastes as biomass 

feedstocks for second-generation bioethanol production: concepts and recent 

developments. 3 Biotech, 5(4), 337-353. https://doi.org/10.1007/s13205-014-0246-5 

Seri, K., Sanai, K., Matsuo, N., Kawakubo, K., Xue, C., & Inoue, S. (1996). l-Arabinose selectively 

inhibits intestinal sucrase in an uncompetitive manner and suppresses glycemic response 

after sucrose ingestion in animals. Metabolism: Clinical and Experimental, 45(11), 1368-



 

94 
 

1374. https://doi.org/10.1016/s0026-0495(96)90117-1 

Serrano, L., Cecilia, J. A., García-Sancho, C., & García, A. (2019). Lignin Depolymerization to 

BTXs. Topics in Current Chemistry, 377(5), 26. https://doi.org/10.1007/s41061-019-0251-

6 

Siqueira, G., Bras, J., & Dufresne, A. (2010). Cellulosic Bionanocomposites: A Review of 

Preparation, Properties and Applications. Polymers, 2(4), 728-765. 

https://doi.org/10.3390/polym2040728 

Taiz, L., & Zeiger, E. (2014). Plant Physiology and Development. Sinauer Associates. 

https://books.google.com/books/about/Plant_Physiology_and_Development.html?hl=&id

=d4rCrQEACAAJ 

Taiz, L., Zeiger, E., Møller, I. M., & Murphy, A. (2021). Fundamentos de Fisiologia Vegetal - 6.ed. 

Artmed Editora. https://play.google.com/store/books/details?id=yOUbEAAAQBAJ 

Thakur, A., Sharma, K., & Goyal, A. (2019). Α-L-arabinofuranosidase: A potential enzyme for the 

food industry. En Energy, Environment, and Sustainability (pp. 229-244). Springer 

Singapore. https://doi.org/10.1007/978-981-13-3263-0_12 

Thapa, S., Mishra, J., Arora, N., Mishra, P., Li, H., O′Hair, J., Bhatti, S., & Zhou, S. (2020). 

Microbial cellulolytic enzymes: diversity and biotechnology with reference to lignocellulosic 

biomass degradation. Re/Views in Environmental Science and Bio/Technology, 19(3), 

621-648. https://doi.org/10.1007/s11157-020-09536-y 

Thompson, J. D., Gibson, T. J., & Higgins, D. G. (2002). Multiple sequence alignment using 

ClustalW and ClustalX. Current Protocols in Bioinformatics / Editoral Board, Andreas D. 

Baxevanis ... [et Al.], Chapter 2, Unit 2.3. https://doi.org/10.1002/0471250953.bi0203s00 

Tu, T., Li, X., Meng, K., Bai, Y., Wang, Y., Wang, Z., Yao, B., & Luo, H. (2019). A GH51 α-L-

arabinofuranosidase from Talaromyces leycettanus strain JCM12802 that selectively 

drives synergistic lignocellulose hydrolysis. Microbial Cell Factories, 18(1). 

https://doi.org/10.1186/s12934-019-1192-z 



 

95 
 

Tukey, J. W. (1949). Comparing individual means in the analysis of variance. Biometrics, 5(2), 99-

114. https://doi.org/10.2307/3001913 

Tyson, B., Pask, C. M., George, N., & Simone, E. (2022). Crystallization Behavior and 

Crystallographic Properties of dl-Arabinose and dl-Xylose Diastereomer Sugars. Crystal 

Growth & Design, 22(2), 1371-1383. https://doi.org/10.1021/acs.cgd.1c01329 

Verhertbruggen, Y., Marcus, S. E., Haeger, A., Verhoef, R., Schols, H. A., McCleary, B. V., McKee, 

L., Gilbert, H. J., & Knox, J. P. (2009). Developmental complexity of arabinan 

polysaccharides and their processing in plant cell walls. The Plant Journal: For Cell and 

Molecular Biology, 59(3), 413-425. https://doi.org/10.1111/j.1365-313X.2009.03876.x 

Wade, L. G. (2012). Organic Chemistry (Special Edition). Pearson Education. 

https://play.google.com/store/books/details?id=iy_2ugAACAAJ 

Webb E.C 1992. “Nomenclature Committee of the International Union of Biochemistry and 

Molecular Biology (NC-IUBMB). Enzyme Nomenclature. Recommendations 

Wilkens, C., Andersen, S., Dumon, C., Berrin, J.-G., & Svensson, B. (2017). GH62 

arabinofuranosidases: Structure, function and applications. Biotechnology Advances, 

35(6), 792-804. https://doi.org/10.1016/j.biotechadv.2017.06.005 

Yang, Y., Zhang, L., Guo, M., Sun, J., Matsukawa, S., Xie, J., & Wei, D. (2015). Novel α-L-

arabinofuranosidase from Cellulomonas fimi ATCC 484 and its substrate-specificity 

analysis with the aid of computer. Journal of Agricultural and Food Chemistry, 63(14), 

3725-3733. https://doi.org/10.1021/jf5059683 

Zhang, Y.-H. P., & Lynd, L. R. (2004). Toward an aggregated understanding of enzymatic 

hydrolysis of cellulose: noncomplexed cellulase systems. Biotechnology and 

Bioengineering, 88(7), 797-824. https://doi.org/10.1002/bit.20282 

Zhaxybayeva, O., Swithers, K. S., Lapierre, P., Fournier, G. P., Bickhart, D. M., DeBoy, R. T., 

Nelson, K. E., Nesbø, C. L., Doolittle, W. F., Gogarten, J. P., & Noll, K. M. (2009). On the 

chimeric nature, thermophilic origin, and phylogenetic placement of the Thermotogales. 



 

96 
 

Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of America, 

106(14), 5865-5870. https://doi.org/10.1073/pnas.0901260106 

Zhou, T., Xue, Y., Zhang, Z., Dong, Y., Gao, R., & Li, Y. (2019). Improvement of the Characteristics 

of Steamed Bread by Supplementation of Recombinant alpha-L-arabinofuranosidase 

Containing xylan-binding domain. Food Biotechnology, 33(1), 34-53. 

https://doi.org/10.1080/08905436.2018.1553048 

Zhou, X., Zheng, W., Li, Y., Pearce, R., Zhang, C., Bell, E. W., Zhang, G., & Zhang, Y. (2022). I-

TASSER-MTD: a deep-learning-based platform for multi-domain protein structure and 

function prediction. Nature Protocols, 17(10), 2326-2353. https://doi.org/10.1038/s41596-

022-00728-0 

Zverlov, V. V., & Schwarz, W. H. (2008). Bacterial cellulose hydrolysis in anaerobic environmental 

subsystems--Clostridium thermocellum and Clostridium stercorarium, thermophilic plant-

fiber degraders. Annals of the New York Academy of Sciences, 1125, 298-307. 

https://doi.org/10.1196/annals.1419.008 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

97 
 

Anexo 1:  

Secuencia nucleotídica codificante de la enzima CsAbf51A.  

 

ATGGGCAGCAGCCATCATCATCATCATCACAGCAGCGGCCTGGTGCCGCGCGGCAGCCATATGGCT

AGCATGACTGGTGGACAGCAAATGGGTCGCGGATCCATGACCGCCCACGCCACCGTCCTGCTGCAC

CCCGACTTCCGCACCGGCACCCTCGACCGCCGCCTCTTCGGCTCGTTCGTCGAGCACCTCGGCCGC

GCGGTCTACACCGGCATCTACGAGCCCGAGCACGCGACGGCCGACGAGCACGGCTTCCGCCGCGA

CGTCGCCGACCTCACGCGCGAGCTCGGCGTCACGATGGTGCGCTACCCGGGCGGCAACTTCGTCT

CCAACTACGTGTGGGAGGACGGCGTCGGACCGGTCGAGGAGCGCAAGCCGTTCATCGACCTCGCG

TGGCGCACGGTCGAGCCCAACCTCGTCGGCACCGACGAGTTCCTGCAGTGGGCCGAGCGCGAGGG

CATCGAGCCCATGATGGCCGTCAACCTCGGCACGCGCGGCGTCGCCGAGGCCGCGGCGCTCGTCG

AGTACTGCAACGGCGTCGCCGGCTCACGCTGGGCGGACCTGCGCATCGCCAACGGCCGCACCGAG

CCCTACGGCGTGACGCTGTGGTGCCTCGGCAACGAGATGGACGGCCCGTGGCAGATCGGCCACAA

GGACGCGCACGAGTACGGCAAGCTCGCCGCCGAGGCCGGCAAGGCCATGAAGCTCGTCGACCCGA

CCATCGAGCTCGTCGCGTGCGGGTCGTCGTCGATGACGATGGACACGTTCGGCGAGTGGGAGCAG

ACCGTCCTGTCGTACACGTACGACCTGGTCGACCACATCTCGATGCACGCGTACTACGAGGAGCTC

GACGGCGACCGCGCGTCGTTCCTCGGCTCCGCCACGAGCATGGACCGCTTCATCCGCCGCGTCGT

GGCGTCGGCCGACGCGGTCGGCGCGCGCAAGCGCTCGGACAAGCAGATCACCATCTCGTTCGACG

AGTGGAACGTCTGGTACCTCGAGTCGCGGTTCCCCGGCGAGTCGAACCTGCCGCTGCAGCACCAGC

CCGCACGCATCATCGAGGACGTCTACTCGGGCCTCGACGCCGTCGTCCTGGGCGACCTCATGGTGA

CGCTGCTCAACCACGCCGACCGCGTGCCGGTCGCGTGCCTCGCGCAGCTCGTCAACGTCATCGCC

CCGATCATGACCGAGCCCGGCGGCGAGGCCTGGAAGCAGCCGACGTACTACCCGTTCGCGGCCAC

GGCGCGCCTCGCGCAGGGCGACGTGCTCGACGTGCGCGTGCAGGCCCCGACGTTCACGACGTCCC

GGCACGGCGACGTCCCGACCGTCACGGCGGCCGTCACGTGGGCGGGCGAGAGCGGGTCCGGCGA

GCTGGGCGTGTTCCTCGTCAACCGCACGGCCGAGGCCGTCGAGGTCGAGCTGCGGCACCCGGGCG

TCGCCCTGACGCTCGGCGGCGGCACGCAGGTCACGGCCGACCACGAGACCGCGGTCGCGGGCCC

CGAGCACGCCGCCAAGGTCGCCGCCGAGCACGTCACGACGCTCGACGCCGCCCCGGTGACCGCG

AGCGCCACGGGCACGACGACCGTGCGCCTGGCGCCCGAGTCGTGGACCGCGCTGTCCGGGACCG

CGACGCTCGTCTGAAAGCTT 

 

Sitio de corte BamHI 

Sitio de corte HindIII 

Secuencia correspondiente al vector pET28a(+) 
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Secuencia de aminoácidos de la enzima CsAbf51A: 

 

MGSSHHHHHHSSGLVPRGSHMASMTGGQQMGRGSMTAHATVLLHPDFRTGTLDRRLFGSFVEHLGRA

VYTGIYEPEHATADEHGFRRDVADLTRELGVTMVRYPGGNFVSNYVWEDGVGPVEERKPFIDLAWRTVE

PNLVGTDEFLQWAEREGIEPMMAVNLGTRGVAEAAALVEYCNGVAGSRWADLRIANGRTEPYGVTLWC

LGNEMDGPWQIGHKDAHEYGKLAAEAGKAMKLVDPTIELVACGSSSMTMDTFGEWEQTVLSYTYDLVD

HISMHAYYEELDGDRASFLGSATSMDRFIRRVVASADAVGARKRSDKQITISFDEWNVWYLESRFPGESN

LPLQHQPARIIEDVYSGLDAVVLGDLMVTLLNHADRVPVACLAQLVNVIAPIMTEPGGEAWKQPTYYPFAA

TARLAQGDVLDVRVQAPTFTTSRHGDVPTVTAAVTWAGESGSGELGVFLVNRTAEAVEVELRHPGVALT

LGGGTQVTADHETAVAGPEHAAKVAAEHVTTLDAAPVTASATGTTTVRLAPESWTALSGTATLV- 

 

Secuencia correspondiente al vector pET28a(+) 
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