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RESUMEN

La biomasa lignocelulésica esta compuesta mayoritariamente por los polisacaridos estructurales
celulosa y hemicelulosa. Es considerada una materia prima con gran potencial para la produccion
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 conversion de polisacaridos a oligosacaridos o a azucares fermentables.

Para abordar eficazmente este problema, es vital estudiar enzimas que actian sobre los
polisacéaridos, conocidas como CAZimas, ya que conduciran a la hidrélisis de la biomasa
lignocelulésica. Existen diversas enzimas capaces de degradar la lignocelulosa y son clasificadas
en familias segin su secuencia aminoacidica y estructura tridimensional. Dentro de esta

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

Existe una amplia diversidad de microorganismos incluyendo hongos, arqueas y bacterias que
son fuentes de enzimas lignoceluloliticas excepcionalmente diversas y multifuncionales. Las
bacterias de los géneros Bacillus, Pseudomonas y Cellulomonas entre otros, se destacan por su
capacidad para hidrolizar polisacéridos de la pared vegetal a través de la secrecion 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 xilanolitica extracelular. Ademas, se han estudiado las enzimas secretadas cuando
la bacteria es cultivada utilizando diferentes fuentes de biomasa lignoceluldsica y se han
producido algunas de estas enzimas de manera recombinante para su caracterizacion

bioquimica.

El xilano es la principal hemicelulosa en plantas terrestres. Es un hetero-polisacéarido, de
composicion variable en funcién de la fuente vegetal de la que proviene. Por lo tanto, su
deconstruccion eficiente requiere de la aplicacion de multiples enzimas, no solo activas sobre la
cadena principal de xilosas sino también sobre sus sustituciones, que incluyen otros azlcares y

acidos organicos.

En este trabajo se plantea la hipétesis de que las enzimas de la familia GH51 de Cellulomonas
sp. B6, expresadas de forma recombinante, presentan actividad a-L-arabinofuranosidasa sobre
arabinoxilanos y/o sobre los arabino-xilooligosacaridos y que actuaran de manera sinérgica con
B-1,4-endo-xilanasas para mejorar la deconstruccion de arabinoxilanos. Esta hipotesis se
enmarca en el objetivo general de desarrollar bioprocesos enzimaticos para obtener

oligosacaridos prebioticos a partir de la fraccion de xilano de biomasas lignocelulésicas.



Se estudié una a-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 [(-1,4-endoxilanasas. La secuencia
codificante para la enzima CsAbf51A fue amplificada a partir del ADN genémico de Cellulomonas
sp. B6 y clonada en el vector de expresion pET28a(+). La enzima fue expresada de manera
recombinante en cepas de Escherichia coli y purificada en forma soluble, para su posterior

caracterizacion bioquimica y funcional.

CsADbf51A presentd actividad a-L-arabinofuranosidasa (EC 3.2.1.55) sobre arabino-xilo-
oligosacaridos (AXOS) y, en menor medida, sobre arabinoxilano (AX). Se demostr6 que
CsADbf51A hidroliza las sustituciones de arabinosa que presentan enlaces simples a(1-2) y/o a(1-
3) a las moléculas de xilosa, tanto cuando estan presentes en los extremos no reductores como
en sustituciones internas de AXOS cortos. Ademas, la enzima presentd actividad sobre las
sustituciones a(1-3) y las arabinosas terminales unidas por enlaces a(1-5) de la cadena principal
de arabinano, otro polisacarido de la pared celular vegetal, liberando arabinosa como Unico

producto.

Se evalud la contribucion de CsAbf51A a la deconstruccién del xilano en combinacién con tres [3-
1,4-endoxilanasas (EC 3.2.1.8) de las familias GH10 (CsXynlOA y CsXynlOD) y GH11
(CsXynl1lA), previamente obtenidas de manera recombinante y caracterizadas en el grupo de
trabajo. Se demostr6 que CsAbf51A, actla de manera sinérgica cuando se combina
simultaneamente con las GH10, actuando sobre los AXOS producidos por las xilanasas desde
AX, lo cual resultd en un incremente de aproximadamente 1,5 veces en la concentracion de xilosa
liberada por la accién individual de las GH10 y un incremento de 3,5 veces respecto de la
concentracion de arabinosa liberada por solo la GH51. También, se observé un aumento de XOS
cortos con grado de polimerizacion 2 y 3, ademas de arabinosa, cuando CsAbf51A se combind
con CsXynl11A. Por otro lado, cuando se aplicé posteriormente a las xilanasas, CsAbf51A fue
activa sobre la mayoria de los AXOS generados por dichas enzimas, transformandolos en

xilooligosacaridos lineales sin sustituciones (XOS).

Esta Tesis permitié caracterizar una nueva enzima codificada en el genoma de Cellulomonas sp.
B6, con actividad a-L-arabinofuranosidasa (EC 3.2.1.55), incrementando las herramientas y el
conocimiento en el desarrollo de bioprocesos enziméticos potencialmente aplicables en la

valorizacién del xilano de biomasa lignocelulésica residual.



Characterization of an a-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 a-L-arabinofuranosidase activity on arabinoxylans and/or
arabinoxyloligosaccharides and will act synergistically with 3-1,4-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.



An intracellular a-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 B-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 a-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 a(1-2) and/or a(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 a(1-3) substitutions, and terminal arabinoses linked
by a(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 B-1,4-
endoxylanases (EC 3.2.1.8) from the GH10 (CsXynl10A and CsXyn10D) and GH11 (CsXynl11A)
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 CsXynl1l1A. 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 a-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.



ABREVIATURAS
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1. INTRODUCCION

La creciente demanda de energia debido al aumento de la poblacion mundial ha impulsado la
busqueda de alternativas renovables a la explotaciéon de recursos de origen fosil. Los
combustibles fosiles se utilizan predominantemente para satisfacer las necesidades energéticas
y para producir una amplia gama de polimeros sintéticos, productos cosméticos y precursores
guimicos. Aunque el uso de productos derivados del petrleo ha incrementado la industrializacion

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

En el marco de la busqueda de alternativas que sustituyan el uso extensivo de combustibles
fésiles, se considera la utilizacion de desechos organicos de biomasa, dado que son econémicos,
facilmente disponibles y han demostrado ser una buena fuente para producir biocombustibles,
tales como biodiesel, bioetanol, biohidrégeno y biogas, ademas de multiples productos quimicos
y materiales ecoldgicos que le otorgan valor agregado. Se sabe que la valorizaciéon de la biomasa
puede ayudar a reducir los impactos ambientales perjudiciales causados por el uso de

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

En contraste con las biorefinerias de primera generacién, que se centran en la produccién de
biocombustibles a partir de biomasa convencional y comestible como maiz, cafia de azlcar y
aceites vegetales, las biorefinerias de segunda generacién 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 cafia de azucar, y restos de
alimentos, entre otros desechos organicos y tienen como objetivo obtener bioetanol, a partir de
la fermentacion de los azlcares contenidos en los polisacéaridos, y bioproductos adicionales con

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

La lignocelulosa es la fuente renovable de carbohidratos mas abundante del planeta, es
econdmica y presenta amplia distribucion geografica. Sin embargo, el aprovechamiento de los
polimeros que la componen suele requerir de un procesamiento complejo que puede resultar

econdmicamente 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 mas
disponibles a los polisacaridos mediante el empleo de acido, alcali, amoniaco/CO2 o agua
caliente, entre otros, en condiciones de reaccion severas, intensivas en energia y agua. La etapa

de pretratamiento es esencial para potenciar la despolimerizacion de los componentes

12



estructurales a azucares mas simples en un posterior tratamiento de hidrélisis mediante el uso

de métodos fisico-quimicos o enziméaticos menos intensivos.

Luego del pretratamiento de la biomasa y la hidrdlisis de los carbohidratos es posible obtener
diferentes productos, con un amplio rango de aplicaciones, categorizados en bioenergia,
biomateriales y precursores quimicos, 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
hidrélisis. La hidrolisis es un cuello de botella importante, dada la naturaleza compleja de las fibras
vegetales y la dificultad a su acceso. Finalmente, la recuperacion de productos de reaccion
dependera fuertemente del rendimiento alcanzado en estos dos pasos previos y definird cuan

costo-efectivo es el proceso.

Es fundamental establecer procesos que superen las limitaciones técnicas y econdmicas
asociadas a la valorizacién de la biomasa lignocelulésica. Esto implica minimizar los pasos de
procesamiento, aumentar los rendimientos de la conversién a azlUcares simples, reducir el
consumo de energia, y disminuir los costos, promoviendo asi su sustentabilidad (Sadula y col.,
2017). Dentro de ese abordaje, la busqueda de nuevas enzimas o combinaciones de estas con
capacidad de llevar adelante un proceso de hidrdlisis de carbohidratos eficiente y en condiciones
amigables con el medio ambiente representa una alternativa atractiva que estd siendo

exhaustivamente estudiada en la actualidad.

1.1 Carbohidratos

Los carbohidratos son los compuestos organicos mas abundantes en la naturaleza. Casi todas
las plantas y animales sintetizan y metabolizan carbohidratos, utilizdndolos para almacenar

energia y suministrarla a sus células.

Los monosacéridos, también conocidos como azlcares simples, son carbohidratos que no
pueden descomponerse en compuestos mas simples. Su clasificacion se determina de acuerdo
a tres criterios (Wade, 2012):

1. Si el azlcar contiene un grupo cetona o uno aldehido: incluyen polihidroxialdehidos y
polihidroxiquetonas, donde a los polihidroxialdehidos se les denomina aldosas (ald- por
aldehido y -osa como sufijo para un azucar), mientras que a las polihidroxiquetonas se les

llama cetosas (cet- por cetona y -osa por azlcar)
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2. El nimero de 4tomos de carbono en la cadena de carbonos: El nimero de atomos de
carbono en el azucar 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 configuracion estereoquimica del atomo de carbono asimétrico mas alejado del
grupo carbonilo: Con base en las proyecciones de Fischer dicha configuraciéon 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 monosacérido de cadena abierta se cicla se genera un nuevo centro quiral en el
anterior carbono carbonilico. 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 anémeros a 'y B (Wade, 2012)

Las estructuras ciclicas de los monosacaridos se nombran de acuerdo con sus anillos de cinco o
seis miembros, clasificandose como pentosas 0 hexosas respectivamente. Cuando las pentosas
forman un hemiacetal ciclico de cinco carbonos se encuentra en la forma piranosa, mientras que
cuando el ciclado involucra cuatro carbonos, entonces se encontrara en la forma furanosa. De
esta manera, entonces, la xilosa y la arabinosa pueden ser Xxilopiranosa/arabinopiranosa o
xilofuranosa/arabinofuranosa (Wade, 2012). Si bien las moléculas de xilosa y arabinosa pueden
existir como enantiémeros 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 solucién acuosa, se produce un fenémeno
conocido como mutarrotacion, que implica la transicion reversible entre las formas a y B de los

monosacaridos ciclicos (McMurry, 2017) (Figura 11).
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Figura 11: Representacion de equilibrio de mutarrotacion de D-arabinosa y D-xilosa en conformaciones
piranosa (P) y furanosa (F) con sus respectivas proporciones en solucién acuosa. Adaptado de Tyson y

col. (2022).

Los monosacdéridos se enlazan entre si y con otras moléculas a través de enlaces glicosidicos. Si
un atomo de oxigeno sirve como puente entre ambas moléculas su denominacién correcta es
enlace O-glicosidico. Este enlace se da entre el carbono anomérico de uno de los monémeros y

cualquier otro carbono del otro monémero.

La unién de dos monosacaridos generara disacaridos, los cuales presentan una alta solubilidad
en agua y poseen el caracteristico sabor dulce asociado con los azlcares. De acuerdo al nUmero
de monosacaridos en la molécula, ademas de disacaridos, se formaran por enlace glicosidico,
oligosacéridos de diferente grado de polimerizacion (DP). Los polisacaridos son carbohidratos
capaces de ser hidrolizados en multiples unidades de monosacaridos. Se trata de polimeros
naturales, también llamados biopolimeros, dentro de los que se incluyen almidon, celulosa y

hemicelulosa, entre otros (Wade, 2012) (Figura 12).
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Figura 12: Representacion de estructuras de A: Disacarido xilobiosa (enlace glicosidico 3(1-4) entre dos
xilosas), B: Polisacarido xilano (enlace glicosidico p(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 azlUcares es su capacidad de oxidarse en presencia de
determinados compuestos, estos azlcares se caracterizan por la presencia de un grupo carbonilo
libre en su estructura, ya sea en forma de grupo aldehido o cetona y se denominan azucares
reductores. En una cadena de varios monosacaridos, el extremo reductor sera aquel donde el

carbono anomérico de alguno de sus componentes no esta implicado en el enlace glicosidico.

Ciertos carbohidratos son un alimento basico en la mayoria de las partes del mundo, y la
oxidacion de los carbohidratos es la via central de obtencién de energia en la mayoria de las
células no fotosintéticas. Los polimeros de carbohidratos sirven como elementos estructurales y
protectores en las paredes celulares de bacterias y plantas, y en los tejidos conectivos de los

animales, ademas de cumplir funciones de sefalizacién celular (Nelson y Cox, 2021).

Estas caracteristicas bioenergéticas, estructurales y de sefalizacion en las vias metabdlicas
hacen que los carbohidratos sean moléculas potencialmente versatiles para diversos desarrollos

biotecnoldgicos en una amplia gama de aplicaciones industriales y de salud. Su importancia ha
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promovido un papel central en numerosos campos, incluidos la salud y la industria alimentaria,

asi como en la produccién de combustibles y otros productos industriales.

1.2 Biomasa lignocelul6sica.

La lignocelulosa es el componente estructural principal de la pared vegetal de plantas terrestres
y el recurso renovable mas abundante en la tierra. Sus componentes mayoritarios son los
polisacaridos celulosa (30-35%) y hemicelulosa (25-30%) ademas de lignina (10-20%) y la
proporcion de ellos varia segun la especie vegetal y el tejido (Bajpai, 2014). Estos componentes
interactdan a través de enlaces covalentes y no covalentes formando una estructura altamente

recalcitrante a la degradacion (Sainiy col., 2015).

1.2.1 Pared vegetal
Una caracteristica distintiva de las células vegetales es la presencia de una pared rica en
polisacaridos. Esta pared desempefia diversas funciones, como proporcionar soporte estructural,
contribuir a la morfologia celular, participar en procesos metabdlicos y actuar como barrera

protectora, entre otras.

Las paredes celulares vegetales suelen dividirse en dos categorias: pared celular primaria (PCP)
gue 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 construccion de la pared PCP son proteinas y polisacaridos como la
celulosa, la hemicelulosa y la pectina (Figura 13 A). Las cadenas de glucano formadas por
moléculas de D-glucosa se agrupan en microfibrillas de celulosa, que estan estrechamente
interconectadas a través de la hemicelulosa y entrecruzadas con la pectina. A su vez la formacion
de una PCS se logra afadiendo componentes fendlicos como la lignina entre las moléculas de
polisacéaridos (Figura 13B) (Loix y col., 2017). La cantidad de cada polisacéarido varia en funcion
de la especie de planta, las PCP tipicas 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 13: Esquema representativo de la estructura y composicién 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 polimero
biolégico mas abundante en la tierra. Las paredes celulares vegetales contienen cadenas de
celulosa organizadas en estructuras para-cristalinas que estan inmersas en una matriz rica de
diversos polisacaridos y glicoproteinas. La celulosa es un polimero lineal formado por unidades
repetitivas del disacarido celobiosa, es decir, de dos glucopiranosas conectadas mediante

enlaces B entre los carbonos C1 y C4 (McNamara y col., 2015) (Figura 14).

Los polimeros 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 si, unidas inter e intramolecularmente por puentes de hidrogeno y fuerzas de Van der Waals.
Varias microfibrillas se unen formando las fibras de celulosa, las cuales contienen algunas zonas
organizadas de modo mas regular o cristalino, mientras que otras zonas son mas laxas o amorfas
(McNamara y col., 2015).
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Figura |4: Estructura esquematica de las microfibrillas de celulosa que componen la pared celular. Adaptado
de Siqueira y col. (2010).

En la naturaleza, la mayoria 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 especificos en estudios particulares. Por ejemplo, la carboximetilcelulosa (CMC) es un
derivado soluble de la celulosa, obtenido mediante la sustitucién idnica con grupos carboximetilo.
Por otro lado, el tratamiento con acido concentrado puede convertir la celulosa cristalina en
celulosa amorfa, como el caso de la Phosphoric Acid Swollen Cellulose (PASC), proceso que
implica la expansién de las fibras. Ademas, existen otros compuestos como celulosa cristalina en
polvo (Avicel) y celulosa bacteriana microcristalina (BCMC) que se utilizan como sustratos para

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

1.2.1.2 Hemicelulosa

La hemicelulosa es un conjunto de hetero-polisacaridos con longitud de 50 a 200 unidades,
altamente ramificados que estan 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
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de enlaces mixtos B(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 hemiceluldsico principal de las paredes celulares de las plantas
terrestres y representa el segundo polisacarido mas abundante en la naturaleza después de la
celulosa. En los tejidos lefiosos, el xilano esta 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 interactia mediante enlaces covalentes y no covalentes, siendo estas
interacciones importantes tanto para proteger las microfibrillas de celulosa contra la
biodegradacién como para mantener la integridad estructural de las paredes celulares (Javier y
col., 2007).

El xilano es un polisacarido complejo compuesto por una cadena principal de residuos de
xilopiranosa unidos por enlaces B-1,4 que, dependiendo de la fuente vegetal, pueden estar
variablemente sustituidos por cadenas laterales de arabinofuranosa, éacido glucurénico/
metilglucuronico, ferdlico o p-cumarico, a la vez que puede estar acetilado. En la mayoria de las
plantas se presenta como un heteropolisacarido y los términos glucuronoxilano vy
glucuronoarabinoxilano se utilizan cominmente para describir el xilano de las maderas duras y
blandas, respectivamente. En las gramineas suele denominarse arabinoxilano (AX) debido a su
alto contenido en residuos de a-L-arabinosas, que estan unidos a la xilosa en C2 y C3 (Thakur y
col., 2019). ElI AX puede estar acetilado y también aproximadamente 1 residuo de cada 50
presenta sustituciones de &cido glucurénico (Figura 15) (Javier y col.,, 2007). El grado de
sustitucion con a-L-arabinosa varia ampliamente, desde mas del 80% hasta menos del 10% (Taiz
y Zeiger, 2014). En cuanto al arabinano, es un polimero de a-L-arabinosas unidas por enlaces (1-
5) (Figura 15) mientras que el galactano esta conformado por monémeros de a-D-galactosa en

uniones (1-4).
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Figura 15: Esquemas representativos de algunas hemicelulosas presentes en la pared celular vegetal.
Referencias: NR: extremo no reductor; R: extremo reductor; n: grado de polimerizacion. Convencion de

representacién monosacaridos adoptada de Symbol Nomenclature for Glycans (SNFG).

1.2.1.3 Pectina

Las pectinas constituyen el componente mas abundante de la mayoria de las PCP, y son un
grupo heterogéneo de polisacaridos que contienen acido galacturénico y azicares neutros como
ramnosa, galactosa y arabinosa. Los tres principales polisacaridos pécticos, son el

homogalacturonano (HG), y el ramnogalacturonano |y Il (RG | y RGII).

HG es una cadena lineal de residuos de acido a-D-glucurénico unidos por enlaces (1-4) y es la
pectina mas abundante en las paredes celulares primarias. RG | tiene una larga cadena central
de residuos alternados de ramnosa y acido galacturénico y puede estar sustituido por cadenas
laterales largas de arabinanos y galactanos, estos Ultimos son cadenas de arabinosa y galactosa
respectivamente, que pueden alcanzar grados de polimerizacion de 1 a 50 residuos
(Verhertbruggen y col., 2009). El RG I, es el menos abundante de estos dominios de pectina,
contiene una cadena principal de HG sustituida con cadenas laterales compuestas por al menos

diez azulcares diferentes en un patron complejo de enlaces (Taiz y Zeiger, 2014)
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1.2.1.4 Lignina

La lignina es un polimero aromatico heterogéneo, amorfo y reticulado que esta 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
celuloliticos (Saini y col.,, 2015). Los principales componentes de la lignina, llamados
monolignoles, son los alcoholes sinapilo y coniferilo, con cantidades menores de p-cumarilico
(Taiz y Zeiger, 2014) (Figura 16).
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Figura 16. Representacién esquematica de la estructura macromolecular de la lignina y sus principales

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

1.3 Enzimas lignoceluloliticas

A pesar de las perspectivas prometedoras de la lignocelulosa para ser aprovechada en
biorefinerias, su naturaleza recalcitrante y los altos costos de procesamiento suelen limitar su
uso. Para abordar este problema, son vitales los estudios sobre enzimas lignoceluloliticas que
podrian servir como herramientas para llevar a cabo su hidrélisis sostenible generando productos
bien definidos. Existen diversas enzimas capaces de degradar lignocelulosa. Por ejemplo, las

lacasas y peroxidasas son enzimas activas sobre la fraccion de lignina. Por otro lado, las enzimas
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celulasas y hemicelulasas que actuan sobre los polisacéridos, son las mas estudiadas. En
particular, aquellas enzimas provenientes de fuentes fungicas han sido mas investigadas que las
fuentes bacterianas, que han comenzado a explorarse méas 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 segin su secuencia aminoacidica 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 (GHSs),
135 familias de glicosiltransferasas (GTs), 43 familias de liasas de polisacaridos (PLs), 16 familias
de esterasas de carbohidratos (CEs), 17 familias de actividades auxiliares redox (AA) y 101
familias de mddulos de union a carbohidratos (CBM) no cataliticos asociados. Dentro de una
familia dada, los residuos clave del sitio activo, el mecanismo catalitico y el plegamiento
tridimensional general estan estrictamente conservados. A su vez algunas familias se agrupan
adicionalmente en clanes sobre la base de un mecanismo catalitico conservado y una estructura
terciaria. Sin embargo, la especificidad del sustrato es mas compleja de predecir porque muchas
familias son "poliespecificas”, es decir, abarcan miembros con perfiles de actividad distintos. Por
lo tanto, se ha demostrado que la division adicional en subfamilias es beneficiosa para clarificar

funciones (Grondin y col., 2017).

Las CAZimas que se encuentran caracterizadas bioquimicamente son clasificadas segun el
mecanismo de reaccion y la especificidad del sustrato y se les asigha un numero EC por parte de
la Comision de Enzimas de la Unién Internacional de Bioquimica y Biologia Molecular (IUBMB)
(Wilkens y col., 2017). Si dos enzimas llevan a cabo la misma actividad, se les asigna el mismo
numero EC, aunque pertenezcan a diferentes familias segin CAZy. Una enzima puede tener
varios niumeros EC si posee diversas actividades bioquimicas confirmadas (Webb, 1992). En
particular, las GHs identificadas con el nimero (EC 3.2.1.-) son un grupo ampliamente distribuido
de enzimas que hidrolizan el enlace glicosidico entre dos o mas carbohidratos o entre un

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

Las GHs hidrolizan los enlaces glicosidicos con retencidn o inversion del centro anomérico. Estos
mecanismos dependen de residuos cataliticos que actiGan como donantes de protones y
nucledfilos/bases. En el mecanismo de inversién, el residuo acido protona el oxigeno glicosidico,
seguido por el ataque nucleofilico de una molécula de agua desprotonada por el residuo bésico.
En contraste, en el mecanismo de retencion, la reaccion ocurre en dos pasos, involucrando en

primera instancia residuos cataliticos que conducen a la formacion de un intermediario covalente
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como resultado de la accion del residuo &cido, que protona al oxigeno glicosidico mientras que
el residuo bésico realiza un ataque nucleofilico en el carbono anomérico. En el segundo paso, el
primer residuo catalitico ahora actia como una base y desprotona una molécula de agua entrante,

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

Entre las enzimas que actuan hidrolizando la celulosa estan las 3-1,4-endoglucanasas (EC
3.2.1.4), que actian 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 3-1,4-
glucosidasas (EC 3.2.1.21), que actian sobre los celo-oligosacaridos 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 actuan sobre este polisacarido y suelen distinguirse entre aquellas que actdan sobre la
cadena principal y las que actdan removiendo las sustituciones que contiene (Houfani y col.,
2020). Las hemicelulasas que actuan sobre el xilano son las $-1,4-endoxilanasas (EC 3.2.1.8),
gue hidrolizan los enlaces -1,4 entre las moléculas de xilosa de la cadena principal de xilano,
generando xilooligosacaridos (XOS) y en algunos casos xilosa como productos de hidrdlisis, y las
B-xilosidasas (EC 3.2.1.37) que liberan xilosa a partir de xilobiosa y XOS, completando la
degradacion (Javier y col., 2007). Ademas, existen multiples enzimas accesorias que actlan
sobre las cadenas laterales. En particular, las a-glucuronidasas (EC 3.2.1.139) son enzimas
activas sobre las sustituciones de acido glucurénico o metil-glucurénico, que esta presente en
glucuronoxilanos, o glucurono-xilooligosacaridos (GXOS) y las a-L-arabinofuranosidasas (EC
3.2.1.55) hidrolizan las sustituciones de arabinosa en la cadena de arabinoxilanos o arabino-
xilooligosacaridos (AXOS) (Figura 17) (Juturu y Wu, 2013).
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Figura 17. Esquema representativo de la degradacion enzimatica de arabinoxilano y glucuronoxilano. Las
flechas indican sitios de corte de enzimas f3-1,4-endoxilanasas (anaranjado), a-L-arabinofuranosidasas
(verde), a-D-glucuronidasas (azul) y B-1,4-xilosidasas (marrén). NR: extremo no reductor; R: extremo
reductor; n: grado de polimerizacion. Convencion de representacion monosacaridos adoptada de Symbol

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

1.3.1 Enzimas a-L-arabinofuranosidasas
Entre las enzimas accesorias mas relevantes para la despolimerizacion y valorizacion de la
hemicelulosa se encuentran las a-L-arabinofuranosidasas (Abfs). Las enzimas con actividad a-L-
arabinofuranosidasa, EC 3.2.1.55, catalizan la hidrdlisis de los residuos de a-L-arabinosa
terminales de enlaces a(1-2), a(1-3) y a(1-5) en el extremo no-reductor de AX, AXOS, arabinanos
y/o arabinogalactanos. Otras enzimas con actividad sobre estos polisacaridos son las a-L-
endoarabinofuranosidasa/a-L-arabinasa (EC 3.2.1.99) que hidrolizan los enlaces a(1-5) entre
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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 pequefios, por ejemplo, 4-nitrofenil a-L-
arabinofuranésido (pNP-A) y AXOS, mientras que las Abf de tipo B (AbfB) tienen actividades
equivalentes tanto en sustratos pequefios y como en sustratos poliméricos (por ejemplo, AXs o
arabinano sustituido), finalmente las Abf de tipo C (AbfC) son especificas para AXsy se conocen
como AX-a-L-arabinofuranohidrolasas (AXHSs) (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 vy col., 2024).

La mayoria de esas familias tienen diversas actividades ademéas de a-L-arabinofuranosidasa
(EC:3.2.1.55) (www.cazy.com). Las Abfs de familias GH2 y GH3 poseen un mecanismo catalitico
similar y agrupan enzimas con multiples actividades incluyendo B-glucosidasas, B-galactosidasas
y B-xilosidasas (Poria y col., 2020). Asimismo, las GH43 son una familia extensa con enzimas
involucradas en doce actividades diferentes relacionadas con la degradacién de hemicelulosa o
pectina (Long y col., 2024). Algunas de las Abfs pertenecientes a la familia GH43 también pueden
presentar actividad a-xilosidasa y B-1,3-xilosidasa y se han reportado enzimas que pueden
hidrolizar a-L-arabinosas de xilosas disustituidas. Por otra parte, las GH62 presentan
mayoritariamente actividad a-L-arabinofuranosidasa aunque se han descripto algunas con
actividad B-1,4-endoxilanasa, las Abfs de esta familia tipicamente tienen un peso molecular bajo
y liberan selectivamente L-arabinosa hidrolizando enlaces a(1-2) o a(1-3) desde residuos de
xilosa monosustituidos en AXs y arabinano ( Lagaert y col., 2014; Long y col., 2024). La familia
GH54 contiene Abfs, B-galactosidasas y/o B-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, ademas de la actividad a-L-arabinofuranosidasa (EC 3.2.1.55), las
actividades AX exo-a-1,3-L-arabinofuranosidasa (EC 3.2.1.-), B-1,4-xilosidasa (EC 3.2.1.37),
endo-B-1,4-glucanasa (EC 3.2.1.4), endo-B-1,3(4)-glucanasa (EC 3.2.1.6), endo-B-1,4-xilanasa
(EC 3.2.1.8) y celobiohidrolasa (EC 3.2.1.91). Recientemente la base de datos CAZy incluyo la

clasificacion de las GH51 en 14 subfamilias (SF), lo cual permiti6 una mejor asociacion de las
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secuencias a las actividades enziméticas 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
bioguimicamente 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 analisis realizados con el software SignalP las Abfs de plantas
y hongos son secretadas, contrariamente a las Abfs de bacterias que suelen ser intracelulares
(Lagaerty col., 2014).

La mayoria de las Abfs de esta familia (GH51) liberan arabinosa de AX, AXOS, arabinano y
arabino-oligosacaridos (AOS). Sin embargo, la preferencia por los diferentes sustratos puede
variar: algunas prefieren AOS sobre AXOS, varias son solo activas sobre oligosacéaridos e
inactivas sobre los polisacaridos AX o arabinano y en general, la mayoria es mas activa sobre
arabinanos sustituidos, que presentan enlaces a(1-3) y a(1-5), que sobre el arabinano lineal, que

solo esta conformada por uniones a(1-5) (Lagaerty col., 2014).

Los sustratos AX y AXOS pueden tener L-arabinosas unidas a xilosas en enlaces a(1-2) o a(1-3),
asi 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 mas generalistas
contrario a lo observado en enzimas de la familia GH62 que actlan Unicamente en sustituciones
simples (dos Santos y col., 2018; Lagaert y col., 2014). Las Abfs de la familia GH51 actlan a
través de un mecanismo de retencidon de la configuracion anomérica mediante un doble
desplazamiento, similar a lo observado en las familias GH2, GH3 y GH54. Su accidn catalitica
implica a dos residuos de glutamato que estan en las hojas 3-4 y B-7, respectivamente, uno de
ellos actia como donante de protones y el otro como base y hacen parte del dominio catalitico
que tiene estructura de barril (B/a)8 (Poria y col., 2020) que a su vez, tipicamente esta asociado
a un dominio B-sandwich 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
biotecnoldgicos. En la industria alimentaria se ha propuesto su utilidad en la fabricacion de pan
(Zhou y col., 2019), la clarificacion de jugos de frutas (ilgii y col., 2018) y para enriquecer el sabor
del vino (Michlmayry col., 2012). Ademas, se emplean en cécteles de hemicelulasas para mejorar

de la digestibilidad de alimento en la industria ganadera (Cozannet y col., 2017), asi 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 agricolas, inhibe la sucrasa intestinal y puede
actuar como agente antiglicémico en animales (Seri y col., 1996). Ademas, se estan investigando
sus posibles aplicaciones en la produccién de compuestos antimetastasicos y anticarcinogénicos
(Numan y Bhosle, 2006).

1.4 Microorganismos degradadores de la biomasa vegetal

Los microorganismos estan dispersos en los habitats mas diversos y extremos de la tierra. En
particular, los microorganismos capaces de adquirir nutrientes a partir de los polimeros 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

lignoceluloliticas 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 degradacion de biomasa vegetal. Los hongos, en particular,
han sido objeto de intensa investigacion debido a su capacidad para liberar una amplia gama de
enzimas en el medio extracelular, lo que facilita su aplicacion industrial, algunos de los géneros
mas estudiados dentro de los mayores productores industriales de estas enzimas incluyen
Aspergillus, Trichoderma, Penicillium, Fusarium y Rhizopus. Por otro lado, algunas arqueas con
actividad lignocelulolitica 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 conversion de biomasa vegetal. Algunos ejemplos de arqueas
lignoceluloliticas se incluyen en los géneros Pyrococcus, Sulfolobus, Thermogladius, y
Thermofilum. Ademas, debido a su capacidad para adaptarse a cambios de pH y temperatura,
una mayor flexibilidad en la demanda de oxigeno y su potencial uso en ingenieria genética, las
bacterias también son fuente importante para la produccién de lignocelulasas. La gran mayoria
de estas bacterias se reportan en géneros como Bacillus, Acinetobacter, Clostridium,

Pseudomonas y Cellulomonas (Benatti & Polizeli, 2023).

En la siguiente seccion se describen las caracteristicas 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 esta compuesto por bacterias Gram-positivas que desempefian un papel
crucial en la degradacion 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 aislo 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 degradacion de biomasa lignoceluldsica lo que lo convierte en un
candidato potencial como fuente de enzimas para la formulacién de cdécteles enzimaticos
rentables (Piccinni y col., 2019; Ontafion y col., 2021). El genoma de esta cepa fue secuenciado,
identificAandose 205 secuencias codificantes de posibles CAZimas, entre las cuales se
identificaron 91 GH y, de estas, 48 serian potencialmente activas sobre celulosa y/o hemicelulosa
(Piccinni y col., 2016). Entre las activas sobre xilanos, se identificaron 8 (-1,4-endoxilanasas (7
pertenecientes a las familias GH10 y una GH11), dos GH43 con probable actividad (-xilosidasa,
una Abf de la familia GH62, y dos Abfs de la familia GH51 entre otras ( Piccinni y col., 2019).
Ademés, mediante el andlisis de las enzimas secretadas efectivamente en presencia de
biomasas lignocelulésicas, se confirmd la secrecion de las 7 endoxilanasas extracelulares, lo cual
se correlaciona con la actividad xilanolitica de Cellulomonas sp. B6 (Ontafion y col., 2021). A
partir de las enzimas predichas, cinco GH10 y las Unicas GH11 y GH62 (CsAbf62A) han sido
obtenidas por expresion recombinante en el laboratorio y caracterizadas bioquimicamente
(Garrido y col.,, 2022; Ontafion y col.,, manuscrito en preparacion). Se determiné que la
combinacion de una de las GH10 (CsXynl10A), con la GH62 (CsAbf62A) mejord la degradacion
de arabinoxilano de trigo (AX) a xilobiosa. Sin embargo, en las condiciones ensayadas, se logro
la liberacién 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 bioinformatico como
la caracterizacién bioquimica 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 funcién y la estructura de las Abfs de la familia GH51, sino que también
brinden perspectivas (tiles para su aplicacion en procesos biotecnoldgicos orientados a la

transformacion eficiente de la biomasa lignocelulésica.
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Hipotesis
Enzimas de la familia GH51, expresadas de forma recombinante, presentan actividad a-L-

arabinofuranosidasa sobre arabinoxilanos y/o sobre los arabino-xilooligosacéridos y actuaran de

manera sinérgica con f3-1,4-endo-xilanasas para mejorar la deconstruccion de arabinoxilanos.

Objetivos

El objetivo general es el desarrollo de bioprocesos enzimaticos para la deconstruccion eficiente
de la fraccion de xilano para la obtencion de xilosa, arabinosa y XOS. Para ello, se proponen los

siguientes objetivos especificos (OE):

e OE1- Caracterizacion in silico de secuencias putativas de GH51 identificadas en un
estudio gendmico previo de un aislamiento bacteriano celulolitico (Cellulomonas sp. B6).

e OEZ2- Clonado, expresion recombinante y purificacion de secuencias codificantes para
arabinofuranosidasas GH51.

e OES3- Caracterizacion bioquimica de las enzimas purificadas.

e OE4- Evaluacion de la actividad enzimatica de las enzimas seleccionadas sobre

arabinoxilanos, en combinacion con xilanasas previamente caracterizadas.
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Esquema general de trabajo

1. Caracterizacion in silico de secuencias codificantes de
GH51 de Cellulomonas sp. B6

v

2. Extraccién de ADN Amplificacion de secuencias . Clonado en:
genémico codificantes de: pGEM-T easy y
KSW14247.1 pET28a(+)
KSW29942.1

v

3. Caracterizacion . Especificidad de
Bioquimica sustrato
v

4. Evaluacion de
sinergismo con
xilanasas CsXyn10A,
CsXyn10D y CsXyn11A

Figura M1: Esquema general de trabajo.

2.2 Medios y soluciones

Expresidon en
~*  Escherichia coli
y Purificacion

La composicion de las soluciones utilizadas en esta Tesis se detalla en las tablas M1. Para los
cultivos bacterianos se utilizé 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 sélido. El medio

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

uso. Segun lo requerido, se afladieron los antibidticos indicados en cada caso: ampicilina (Amp),

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

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

Solucion/Buffer Reactivo Concentracion
Buffers
Tris-HCl pH 8 40 mM
Buffer TAE 1X EDTA disédico 1mM
Acido acético 20 mM
Tris-Base 3 gL
Buffer Laemmli 1X Glicina 14.4 g/L
SDS 1lg/lL
Tris pH 6,8 50mM
Buffer cracking 1X Betamercaptoetanol 10mM
SDS 2%
o Glicerol 10%
BUffer(?JAI\ICS;I)S pH 8 NaCl 300 MM
Imidazol 10 mM
NaH.PO. pH 8 50 mM
Buffer de lavado pH 8 (IMAC) NacCl 300 mM
Imidazol 20 mM
NaH.PO. pH 8 50 mM
Buffer de elucién pH 8 (IMAC) NacCl 300 mM
Imidazol 250 mM / 500mM
Resolucion 10% (10 mL)
Acrilamida-
bisacrilamida 40%
Tris pH 8,8 15M
SDS 10% (p/v)
APS 10%
Temed 0,004 (mL)
H.Odd 4.8 (mL)
Gel SDS-PAGE Apilamiento 5% (5 mL)
Acrllamldq— 40%
bisacrilamida
Tris pH 8,8 0,5M
SDS 10% (p/v)
APS 10%
Temed 0,005 (mL)
H20dd 3 (mL)
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Soluciones

Acetato de potasio 30 mM
KCI 100 mM
TFBI CacCl; (2H20) 10 mM
Soluciones MnCl, (sH.0) 50 mM
para preparar Acido Acético 0,2 N
células
quimio- Mops 30 mM
competentes KCl 10 mM
TFBII CaCl, (.H20) 75 mM
Glicerol 15%
NaOH (pH 7 a 7,5) hasta pH
Coomassie Blue R-
250 (Thermo Fisher 2,59/
_ Scientific)
Azul de Coomassie Etanol 45% (VIV)

Acido acético glacial

10% (v/v)

DNS

potasio

» Etanol 20% (v/v)
Solucion Decolorante — — -
Acido acético glacial 115% (v/v)
H.Odd 6,25 mL
Solucién de corrida (TLC) (25 mL) Acido acético glacial 6,25 mL
Butanol 12,5 mL
Acido sulfarico 1,5mL
» Etanol absoluto 35mL
Solucién reveladora (TLC) (46.5 mL)
H.Odd 10 mL
Orcinol 1% (p/v) (0.4 )
Acido 3,5- 30 mM
dinitrosalicilico
NaOH 0,33 M
Tartrato de sodio y 07M

Fenol (50 °C)

0,005% (v/v)

Metabisulfito de
sodio

30mM

H20dd: agua destilada
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2.3 Caracterizacion in silico

2.3.1 Contexto gendmico y andlisis de secuencias codificantes.

El genoma de Cellulomonas sp. B6 se encuentra en la base de datos del NCBI, bajo el nimero
de acceso LNTD00000000.1 (Piccinni y col., 2016). Se realiz6 el analisis del contexto gendémico
de las secuencias de genes ATM99 02705 y ATM99_ 05450 codificantes de las secuencias
KSW14247.1 y KSW29942.1 respectivamente, partiendo de la anotacion del genoma en la
plataforma RAST (Aziz y col., 2008) para determinar si podrian estar formando parte de regiones
de utilizacion de polisacéaridos. Finalmente, para evaluar la presencia de los genes como parte de

operones se utilizé 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 segun la estimacion del indice

de adaptacion de codones (CAl).

2.3.2 Anédlisis de modulos y dominios conservados

Para la identificacion y clasificacion de dominios de degradacion de carbohidratos presentes en
las secuencias de proteinas KSW14247.1y KSW29942.1, se utiliz6 el servidor dbCAN3. Con este
propésito, se aplicaron dos herramientas distintas: HMMER y DIAMOND. HMMER se emple6 con
pardmetros especificos (E-Value < 1le-15, coverage > 0,35) para buscar dominios de degradacién
de carbohidratos en las secuencias de proteinas, utilizando un modelo oculto de Markov (HMM).
Por otro lado, DIAMOND se utilizé con parametros definidos (E-Value < 1e-102) para comparar
las secuencias de proteinas con la base de datos “Carbohydrate Active Enzymes” (CAZy:
www.cazy.org) Yy encontrar similitudes significativas con enzimas de degradacién de
carbohidratos conocidas.

La informacion de categorizacion de actividad obtenida en dbCAN3 se contrastd con las bases

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

sustratos de las proteinas.

En complemento al analisis 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 permiti6 una evaluacibn mas

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

funcionales especificas.
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2.3.3 Presencia de péptido sefial y parametros de las proteinas

Para la prediccion de péptido sefal, se utilizd6 la herramienta SignalP 6.0 disponible en
https://services.healthtech.dtu.dk/services/SignalP-6.0/, a su vez la prediccion de los pardmetros

(peso molecular, punto isoeléctrico y nimero de aminoacidos) de las secuencias KSW14247.1y
KSW29942.1 se utilizo la herramienta Protparam disponible en
https://web.expasy.org/protparam/.

2.3.4 Alineamiento multiple
Se realiz6 un alineamiento multiple utilizando la plataforma Clustal w (Thompson y col., 2002),
comparando las secuencias KSW14247.1 y KSW29942.1 con las secuencias de GH51
previamente caracterizadas con numeros 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 nimeros de acceso Genbank:
ACV59898.1(Mavromatis y col., 2010) y ABQ46651.1 (Zhaxybayeva y col., 2009). El alineamiento

se visualiz6 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 multiple se implementd un algoritmo en el lenguaje de programacion Python
en el que se incorporé la herramienta BlastP desde la plataforma NCBI de manera local en el
subset de secuencias alineadas.

Se incorpor6 al algoritmo previo la funcion de elaboracién 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 utilizé una base de datos de secuencias proteicas de putativas GH51 obtenidas de
un estudio metagenémico (Dionisi y col., 2023). Se construyd una red en la cual las secuencias
proteicas se enlazan entre si 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 filtr6 la red para enfocar la
visualizacién Unicamente en las proteinas que contienen al menos un enlace, superponiendo la

visualizacién con la diferenciacion en clusters de las diferentes subfamilias. Para lograr esto, se
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utilizaron secuencialmente los layouts: Multigravity Forced Atlas 2 y Circle Pack, este dltimo
requiere la incorporacion de atributos de cada secuencia como jerarquias de ordenamiento en
las cuales se utiliz6 en su orden: la clasificacion de subfamilias, el algoritmo de deteccién de
comunidades Louvain (Barabasi, 2016) y el grado pesado de los nodos que conforman la red.
Finalmente, se aplicé un ultimo filtro para visualizar todos los nodos que estan enlazados a
cualquier distancia de los nodos que representan a las secuencias KSW14247.1 y KSW29942.1
La red se elabor6 con la libreria de Python: Networkx (Hagberg y Conway, 2020), la visualizacion
se realizé con el software Gephi (Bastian y col., 2009).

2.3.6 Modelado molecular de la estructura tridimensional.
El modelado de la estructura tridimensional se llevo 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 utiliz6 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 mas
precisos y representativos de las estructuras correspondientes a las secuencias KSW14247.1 y
KSW29942.1. La visualizacion de dichos modelos se realizo utilizando el software VMD
(Humphrey y col., 1996), con el cual es posible visualizar la estructura tridimensional de las

proteinas y detallar la ubicacién espacial del “bolsillo” catalitico.
2.4 Clonado, expresion recombinante y purificacion

2.4.1 Extraccion de ADN genémico de Cellulomonas sp. B6
A partir de colonias de Cellulomonas sp. B6 se inocularon 3 mL de medio LB liquido y se
incubaron durante 16 h a 37 °C y 200 rpm (2 réplicas). Se tomaron los 3 mL de cada muestra y
se realiz6é extraccién de ADN gendmico utilizando el kit Inbio Highway ADN puriprep-B k1209.

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

2.4.2 Amplificacion de secuencias codificantes por reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR).

La amplificacién por reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) (Mullis, 1990) de la secuencias
codificantes de KSW14247.1 y KSW29942.1, se realizé con los cebadores (primers) especificos
Af247FBam/Af247RHind y Af942FBam/Af942RHind, respectivamente. Con el objetivo de clonar
las secuencias en el vector pET28a(+), cada set de cebadores se disefid agregando los sitios de
restriccion para BamHI en primer sentido positivo (forward) y Hindlll en primer anti sentido
(reverse) (Tabla M2).
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Tabla M2: Cebadores utilizados y tamafio esperado de productos de amplificacion. Los segmentos de

secuencia subrayados corresponden a los sitios de restriccion de BamHI y Hindlll.

Gen (proteina) Cebador Secuencia Tamafio de amplicén
ATM99 02705 Af247FBam | ggatccatgaccgcccacgcecaccgt
(KSW14247.1) Af247Rhind | aagctttcagacgagcgtcgeggte 1539pb
ATM99 05450 Af942FBam | ggatccgtgtccgaccagctgaccgcec 1597 ob

P

(KSW29942.1) Af942RHind | aagctttcaggcgagegtgagcgacag

Las reacciones de PCR se llevaron a cabo en termociclador T100 (Biorad), utilizando un volumen
final de 25 L. El protocolo de amplificacion consté de una desnaturalizacion inicial a 95°C durante
5 minutos, seguida de 35 ciclos de desnaturalizacion a 95°C durante 30 segundos, hibridacién en
dos temperaturas (60°C y 65°C) durante 30 segundos y extension a 72°C durante 2 minutos.
Después de los ciclos de PCR, se programé una extension final de 10 minutos a 72°C. La
amplificacién se realizé utilizando la polimerasa GoTag G2 de Promega (GoTaq® G2 DNA
Polymerase). La mezcla completa para la reaccion de amplificacion incluy6 el buffer de reaccion
GoTag® a una concentracion de 1x, deoxiribonucledtidos trifosfato (ANTPs) a 0,2 mM, cebadores
a 0,4 uM y ADN gendmico a una concentracion de 7,3 ng/uL. Ademas, se agregé dimetilsulfoxido
(DMSO) al 2,5% para mejorar la eficiencia de la amplificacion de las secuencias de Cellulomonas
sp. B6.

2.4.3 Purificacion de productos de PCR
La separacién de segmentos de ADN por electroforesis se realizé en gel de agarosa 0,8% en
buffer TAE 1X, en un campo eléctrico entre 80 a 100 V, se agregd bromuro de etidio 0,5 pug/ml
para la visualizacién de las bandas con luz UV, las mismas se identificaron de acuerdo al tamafio
esperado por comparacion 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).
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2.4.4 Preparacion de células competentes Escherichia coli

2.4.4.1 Preparacion de células competentes E. coli DH5a
Inicialmente, se plaquearon bacterias de la cepa E. coli DH5a en medio LB agar. Una vez
seleccionada una colonia aislada, se incub6 en 5 mL de medio LB liquido durante toda la noche
a 37 °Cy agitacién a 200 rpm. Posteriormente, se realizé una dilucion 1/50 en 200 mL de medio
LB precalentado a 37 °C, el cultivo se incub6 agitando hasta alcanzar una densidad 6ptica a 600
nm (DOsoo) de 0,6. Tras enfriar durante 5 minutos en hielo, se centrifug6 a 4°C durante 10 minutos
a 4000 rpm y se descartd el sobrenadante. Se resuspendié cada pellet en 20 mL de solucion
TFBI, enfriando nuevamente durante 5 minutos antes de centrifugar a 4°C por otros 10 minutos
a 4000 rpm. Luego, se suspendi6 el precipitado en 2 mL de solucién TFBIl y se mantuvo en hielo

durante 5 minutos. Se reservaron alicuotas a -80 °C para su conservacion.

2.4.4.2 Preparacién de células competentes E. coli Rosettay 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 liquido, agregando Cm para E.
coli Rossetta 0 Gm, para E. coli Artic Express (en las concentraciones previamente indicadas),
seguido de una incubacién a 37 °C y 200 rpm durante 16 horas. Posteriormente, se transfirieron
100 uL de estos cultivos a 10 mL de medio LB liquido 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 solucién fria de cloruro de calcio (CaCl;) 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 solucién de CaCl, 50mM para obtener las células competentes, que se utilizaron en el dia.

2.4.5 Transformacién de células competentes de E. coli
Alicuotas de 50 a 100 ul de células competentes se transformaron con, 50 a 100 ng de ADN de
los plasmidos generados segun se describié en la seccién anterior en un volumen de hasta 5 o
10 pL respectivamente. Después de una incubacion 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 continuacion, se realizo la etapa de recuperacion

celular agregando LB sin antibiéticos e incubando en agitacién a 37°C durante 60 minutos.
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Posteriormente se plaqued en LB-agar suplementado con los antibiéticos correspondientes en
funcion de la resistencia del plasmido empleado para la transformacion: Amp para pPGEM®-T
Easy y Km para pET28a(+). Las placas se incubaron a 37°C durante 16 h.

Para las etapas de clonado y amplificacion plasmidica se emplearon células competentes E. coli
DH5a. Para la expresion de proteinas 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 ligacion de los productos de amplificacion por PCR se realiz6 incubando 50 ng de plasmido
comercial pPGEM®-T Easy con una relacion molar vector:inserto de 1:3, en un volumen final de
10 pL, utilizando la enzima T4 ADN ligasa y el buffer de ligacion correspondiente (Rappid Buffer
2X) (Promega). Se transformaron bacterias competentes de la cepa E. coli DH5a mediante shock
térmico y se seleccionaron los clones positivos mediante el crecimiento en placas de LB agar-
Amp, utilizando isopropil-B-D-1-tiogalactopiranésido (IPTG)/ 5-Bromo-4-Chloro-3-Indolyl B-D-
Galactopyranoside (X-Gal) para identificar los clones positivos (colonias blancas). Se eligieron
dos colonias positivas de cada construccion y se llevo a cabo la extraccién del ADN plasmidico
utilizando el kit comercial Wizard® Plus SV Minipreps (Promega). La integridad de los constructos
se confirmd por secuenciacion en el servicio de Macrogen, Seul, Republica de Corea

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

Se seleccion6 un plasmido con cada construccion correcta, denominados pGEMT-247 y pGEMT-
942, correspondientes a las secuencias codificantes de KSW14247.1 y KSW29942.1,
respectivamente. Ambos plasmidos (1,6 pg y 1,2 g, respectivamente) fueron tratados
simultaneamente con las enzimas de restriccion BamHI y Hindlll, en reacciones de 30 pL con 1
Unidad de cada enzima en el buffer apropiado para la actividad de ambas (Buffer E, Promega).
Simultaneamente, con el propdsito de clonar estos fragmentos en el vector de expresion
pET28a(+), se llevé a cabo una reaccion de restriccion de 1,1 ug de pET28a(+) con las mismas
enzimas (1 Unidad de cada enzima) en las mismas condiciones. Posteriormente, los fragmentos
liberados y el plasmido 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 realiz6 la
ligacién con 10 ng de vector purificado en una relacién molar vector: inserto 1:8, utilizando T4

ADN ligasa y su buffer correspondiente (10X) (Promega).
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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 ligacién resultante se transformaron nuevamente bacterias de la cepa E.
coli DH5a 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 ligacion, y su ADN se extrajo mediante incubacion en 30 pL de agua libre
de nucleasas a 100 °C durante 5 minutos. Posteriormente, se llevo a cabo la PCR en un volumen
final de 25 pL, utilizando una temperatura de hibridacion de 60°C, tal como se describe
detalladamente en la seccién 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 uL de agua libre de nucleasas a 100 °C durante 5 minutos, para luego realizar
la PCR en volumen final 25 uL y temperatura de hibridacion 60°C conforme lo descripto en la
seccion 2.4.2. Los productos de amplificacion se analizaron en gel de agarosa 0,8%. Se
seleccionaron 2 clones positivos de cada construccién a partir de los cuales se realizé la
extraccion del ADN plasmidico utilizando el kit Wizard® Plus SV (Promega) (Figura M2).
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Con los plasmidos 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.
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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 Expresion recombinante.

2.4.7.1 Induccién
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 funcién de su capacidad para
expresar proteinas solubles y activas (Figura M3).
Se inocularon colonias transformadas con los plasmidos 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 agreg6 1 mL de cada cultivo a 50 mL de LB-Km y se incubé
a 37°C hasta alcanzar una DOggo de 0,6.

La expresion de las proteinas recombinantes se optimiz6 para la cepa E. coli Rosetta mediante
variaciones en las condiciones de induccion, 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 utilizd una concentracion final de IPTG 1mM a temperatura 13 °C, en ambos casos
los cultivos inducidos se incubaron en agitacion (200 rpm) durante la noche. Se tomaron alicuotas
de 1 mL antes de la induccion (muestra sin inducir) y al finalizar la inducciéon (muestra inducido
total).

2.4.7.2 Lisis celular y andlisis de solubilidad
Luego de la incubacién, de los 50 mL de cultivo inducido se cosecharon las células por
centrifugacion a 4000 g durante 20 min en frio y se descart6 el sobrenadante. Se realiz6 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 agrego 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 fraccion citoplasmatica soluble se

recuperd por centrifugacion a 10.000 g por 30 min a 4 °C.

Posteriormente se analiz6 la solubilidad de las proteinas por electroforesis en gel de
poliacrilamida desnaturalizante al 10% con agregado de SDS (SDS-PAGE) en buffer Laemmli 1X.
Alicuotas (fraccion soluble) de 50 pl con cracking buffer fueron desnaturalizadas a 100 °C durante
10 minutos previo a la siembra en el gel. Las proteinas se revelaron por tincién con Azul de
Coomassie y solucion decolorante. El peso molecular de las bandas se estimé con el marcador
Blue Plus® Protein Marker (14 -120 kDa).

2.4.7.3 Purificacion
A partir de la fraccién soluble, se purificé la proteina recombinante mediante cromatografia de
afinidad por iones (IMAC), con resina de niquel-agarosa (Ni-NTA Agarose, Qiagen), segun el

protocolo de The Qiaexpressionist (https://www.qgiagen.com/us/resources). Se utiliz6 1 mL de

resina cada 4 mL de fraccion soluble y se incubd 1 h con agitacion suave a 4 °C. Luego de la
incubacion se paso a la purificacion en columna de vidrio de volumen apropiado. Se dej6 decantar

y descarto el percolado (flowthrough), tomando una alicuota. 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 elucion (250 mM imidazol),
seguida de una elucion final (1 mL) utilizando buffer de elucion- 500 mM imidazol. Se cuantifico

la concentracién de proteinas de las fracciones de elucién resultantes utilizando los datos de peso

molecular y coeficiente de extincion molecular de la proteina recombinante en un

espectrofotbmetro Nanodrop 1000 (Thermo Scientific) y la pureza de los mismos se evalué en

SDS-PAGE.
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Figura M3: Esquema de produccién de proteinas 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 Caracterizacién bioquimica y especificidad de sustrato

2.5.1 Actividad arabinofuranosidasa
Con el objetivo de cuantificar la actividad a-L-arabinofuranosidasa, se realizaron reacciones en
un volumen final de 100 pL, utilizando el sustrato comercial p-nitrofenil-a-L-arabinofuranésido
(PNP-A) en concentracion final 2,5 mM, inicialmente en buffer citrato pH 6 y a 40 °C con agitacion
a 300 rpm durante 10 minutos. En la prueba inicial de actividad se llevé a cabo un ensayo simple
(1 réplica) utilizando la elucibn con la mayor concentracion cuantificada después de la
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purificacién. Ademas, se incluyé un control positivo utilizando la enzima CsAbf62A (Garrido y col.,
2022) y un control sustrato (sin enzima).

Las reacciones posteriores se detuvieron con 200 pyL de carbonato de sodio (2% p/v) y
posteriormente 200 uL de cada reaccion se sembraron en micro placas, para medir la absorbancia
a 410 nm en espectrofotometro (Multiskan™ Sky Microplate Spectrophotometer). Se utilizé6 como
estandar una curva patrén de p-nitrofenol (pNP), entre 0 y 1 mM, para determinar la concentracion

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

2.5.1.1 Célculo de unidades enziméticas con sustrato pNP-A.
Las unidades enziméticas (U/mL) se determinaron segun la ecuacién 1 (Ec.1) y se definen como
la cantidad de enzima que libera 1 umol de producto (pNP) en 1 min a la temperatura y pH de la

reaccion.

umol
. L, U pNP )xVr(mL)xFD
Unidades enzimaticas (—) = ( mh ) Ec.1
mL T(min)xVe(mL)

Vr: volumen de reaccién; T= tiempo de reaccion; FD: factor de dilucién del stock de enzima; Ve: volumen

de enzima.

La actividad especifica de las enzimas purificadas (U/mg) se determin6 con base a la

cuantificacién de la concentracion de proteinas determinada por espectrofotometria (2.4.7.3).

2.5.2 Determinacion de condiciones éptimas de reacciéon de la enzima
CsAbf51A

Se determinaron las condiciones lineales de reaccién, comenzando con la evaluacion del tiempo
y la concentracién de enzima. Esto se realizé utilizando concentraciones de enzima entre 0,27 y
4,40 ug/mL con 2 réplicas por cada dilucion, incluyendo 1 control de enzima (Ce) y 1 control de
sustrato (Cs). Ademas, se evaluaron tiempos de reaccién 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 6ptimas, se analizé el perfil de actividad en funcién del pH, Se
analiz6 el rango de pH 3 a pH 11, a 40 °C. utilizando diferentes buffers (a una concentracion final
50 mM); buffer citrato (pH 4 a 6), buffer fosfato (pH 6 a 11), y buffer citrato-fosfato (pH 3 a 8)
(preparados segun 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 éptimo,
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se ensayo la actividad a diferentes temperaturas (35, 40, 45, 50, 55, 60, 70 °C). Se emplearon 2
réplicas para cada condicion de pH y temperatura, incluyendo 1 Ce y 1 Cs. Con base en estos
ensayos y la determinacion de las condiciones 6ptimas, se calcul6 la actividad especifica segun
lo descripto en la seccién 2.5.1.1.

Se evalu6 también la estabilidad térmica de la enzima en solucion, mediante la pre-incubacion de
la enzima a tres temperaturas diferentes (40, 45 y 50 °C), con la toma periédica de muestras para
la medicién de la actividad en las condiciones 6ptimas de actividad previamente determinadas.
Los ensayos para cada combinacion de temperatura y tiempos de pre-incubacién se realizaron
utilizando 3 réplicas, un Ce y un Cs. Los resultados se expresaron como actividad enzimatica
residual, es decir, el porcentaje de actividad remanente en comparacion con la actividad maxima

alcanzada.

2.5.3 Cinética enzimatica
Para determinar el tipo de cinética enzimatica de CsAbf51A purificada sobre pNP-A se ensay6
mediante la deteccidén de liberacion de pNP, en las condiciones Optimas de reaccion, usando
concentraciones de sustrato en un rango de 0,25 a 4 mM. Para cada concentracion de sustrato
utilizado se emplearon 3 réplicas y se incluyé 1 Ce y 1 Cs. Posteriormente, se analizé el ajuste
de los datos obtenidos al modelo de Michaelis-Menten utilizando el software GraphPad Prism

versién 10 disponible en www.graphpad.com. A partir de este analisis, se determinaron los

parametros cinéticos Kv, Vmax Y Keat, y ademas se calculd la eficiencia catalitica (Kca/Kw).

2.5.4 Especificidad de sustrato

2.5.4.1 Hidrolisis de arabinoxilooligosacaridos (AXOS) y arabinoxilano
(AX)

La hidrélisis de AXOS y AX se llevo a cabo utilizando los correspondientes sustratos en
concentracion final de 1 mg/mL y 5 mg/mL, respectivamente, en un volumen final de 20 y 50 L,
respectivamente. Las reacciones se realizaron a 40 °C y 300 rpm, con una concentracion final de
enzima de 5 pg/mL en buffer citrato pH 6 (50 mM) durante 4 h, deteniendo la reaccion
desnaturalizando las proteinas a 100 °C, 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 segun se describe a continuacion.
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2.5.4.1.i Cromatografia en capa delgada (TLC)
Para el andlisis cualitativo de los productos por cromatografia en capa delgada (TLC), se siguio
el protocolo descripto por Ontafion y col. (2018). Placas de silica gel (Merk) secas fueron
sembradas con 3 uL de muestra, su respectivo control sustrato (Cs) y los estandares de arabinosa
ylo X1, XOS (X2 a X6), (0.25 mg/mL), segun se indique en cada casa. Las muestras se sembraron
a 1 cm del borde inferior de la placa, separadas entre si por 1 cm. La placa se colocé en posicion
vertical dentro de una cuba de vidrio previamente saturada durante 2 horas con 25 mL de una
solucién de butanol, 4cido acético y agua en una relacion 2:1:1 (butanol: acido acético: agua),
permitiendo el ascenso del solvente por la placa, hasta alcanzar 1 cm por debajo del borde
superior. La placa se retiré de la cuba, se dejé secar y posteriormente se repitio la corrida en las
mismas condiciones. Finalmente se dejé secar nuevamente y se realizo el revelado por spray con
una solucién de orcinol 1% en &cido sulftrico, etanol y agua (3:70:20). Una vez seca la placa, se

aplico calor utilizando una pistola de calor para revelar los azucares.

2.5.4.1.ii Cromatografia de intercambio anidnico de alto rendimiento
con detector de pulsos amperométricos (HPAEC-PAD).

Los productos de reaccion fueron analizados y cuantificados por cromatografia de intercambio
anioénico de alto rendimiento con detector de pulsos amperométricos (HPAEC-PAD) por la Dra.
Malena Landoni en el del Centro de Investigacion en Hidratos de Carbono (CIHIDECAR, FCEN,
UBA), utilizando una columna analitica CarboPac PA20 3 x 150 mm y una pre-columna CarboPac
PA203 x 30 mm (Dionex, Thermo Fischer Scientific). Se utilizaron patrones de calibracién, mono
y oligosacéaridos comerciales, que incluyeron arabinosa, xilosa, xilobiosa, xilotriosa, xilotetraosa,
xilopentaosa, xilohexaosa, arabinoxilotriosa y arabinoxilotetraosa.

Para el andlisis, la columna se equilibré con H2O 50%-NaOH 0,2 M 50%, se inyectaron 5 pL de
muestra (productos de reaccién enzimatica, controles o estandares) 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 lavé con NaOH 0,2 M durante 6 min y se re-equilibré durante 4 min con H,O 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
concentracion final de sustratos 5 mg/mL, a 37 °C y 200 rpm en reacciones de 4 h'y 16 h, con

una concentracion final de enzima 50 pg/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 hidrolisis se visualizaron mediante TLC
(2.5.4.1.)) y se cuantificaron utilizando el kit comercial L-Arabinose/D-Galactose test kit
(Megazyme) siguiendo las indicaciones del kit, para cuantificar concentracién de arabinosa
liberada. El kit de ensayo emplea la oxidaciéon de L-arabinosa a 4cido L-arabinénico mediante la
enzima L-arabinosa deshidrogenasa para medir L-arabinosa indirectamente en funcion de la
reaccion acoplada de reduccion de NAD a NADH. El producto (NADH) se cuantifica a 340 nm

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

2.5.4.2.1 Cuantificacion de azucares reductores (DNS)
La medicion de azlcares reductores liberados se realiz6 mediante una adaptacién del método
del acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS) (Miller, 1959). Se incubaron 100 uL del producto de reaccién
de hidrolisis con 200 L del reactivo DNS, y se incubd a 100 °C por 10 min, seguido de incubacion
en hielo durante 5 min. Luego, se sembraron 200 uL de la reaccién a una micro placa de 96
pocillos (fondo plano) y se midié la absorbancia a 540 nm en espectrofotometro Multiskan™ Sky
Microplate Spectrophotometer). Los azucares reductores liberados se cuantificaron en base a

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

2.6 Evaluacion de sinergismo con B(1-4)-xilanasas

Para evaluar la contribucion de CsAbf51A a la deconstruccion de AX, se utilizaron tres (3(1-4)-
xilanasas previamente caracterizadas en el grupo: CsXynl10A (Uniprot: AOAOV8SJUS) (Garrido y
col., 2022), CsXyn10D (Uniprot: AOAOV8S7T2) (Piccinni y col., 2016) y CsXynl11A, en dos tipos
de ensayos de sinergismo: simultdneo y secuencial. Todos los ensayos se realizaron empleando
tres replicas para cada combinacién de tratamientos sobre AX, se incluyeron 3 réplicas de Cs, y
dos réplicas de Ce con todas las enzimas utilizadas. El analisis estadistico de cada ensayo se
realizé utilizando el lenguaje de programacion R donde se implementé un modelo de comparaciéon
de medias, las diferencias significativas se determinaron utilizando comparaciones con el test de

Tukey posterior a un analisis de varianza (ANOVA).
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2.6.1 Evaluacién de sinergismo simultaneo

Se realizaron reacciones de hidrolisis de AX 5 mg/mL en buffer citrato pH 6 (50 mM), en volumen
final 300 uL, utilizando cada B(1-4)-xilanasa (1 uM) con o sin el agregado de CsAbf51A (1 uM).
Las reacciones se incubaron a 37 °C, 200 rpm, 4 h y se detuvieron a 100°C, 5 minutos.

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

Se evalu6 el rendimiento de liberacion de arabinosa, xilosa y azlcares reductores totales
utilizando el kit de cuantificacion de arabinosa (Megazyme) (2.5.4.2), el kit comercial de
cuantificacién “D-Xylose Assay Kit> (Megazyme) y el método colorimétrico de DNS,
respectivamente (2.5.4.2.1), con los datos obtenidos se calculé el indice de sinergismo (IS) de
acuerdo a la ecuacion 2 (Ec. 2).

IS — (%)Xyn:Abf EC 2
A7 (D) xyn AT (i) s '

Ar: Azucares reductores, (Xyn:Abf): producto de actividad conjunta de (3(1-4)-xilanasa y a-L-
arabinofuranosidasa, Xyn: producto de actividad de ((1-4)-xilanasa, Abf: producto de actividad

de a-L-arabinofuranosidasa.

2.6.2 Evaluacion de sinergismo secuencial

De igual manera se utilizd AX (5 mg/mL) en buffer citrato pH 6 (50 mM) como sustrato de hidrdlisis,
en un volumen final de 300 pl, en reacciones con cada B(1-4)-xilanasa (1 um), 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 agreg6 (o no) la enzima CsAbf51A, se incubaron a 37°C,
200 rpm, 16 h.

Con el objetivo de comparar el perfil de hidrolisis, se realizé este mismo ensayo con la enzima a-
L-arabinofuranosidasa CsAbf62A (1 uM), (Garrido y col., 2022) en lugar de CsAbf51A (en las
mismas condiciones). Ademas, se utilizé el céctel enzimatico comercial NS2202 (Novozymes) (10
ML por réplica en volumen final de 300 ul) con actividad xilanasa y arabinofuraonsidasa como
control positivo de reaccion.

Los resultados se analizaron por TLC y se midi6 la concentracion de azucares reductores (DNS)
y arabinosa liberada (kit comercial, Megazyme). Ademas, los productos de reacciéon del ensayo

secuencial se analizaron también por HPAEC-PAD (2.5.4.1.ii).
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3. RESULTADOS

3.1 Caracterizacion in silico.

A partir de la prediccion 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 nUmeros de acceso: GenBank KSW14247.1,
KSW29942.1/ Uniprot AOAOV8S1S2, AOAOV8TBY6 respectivamente) (Piccinni y col., 2019;
Ontafion 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 nimero de acceso: LNTD00000000.1). Se llevd a cabo un
andalisis del contexto gendémico de estos genes y se determind que no forman parte de regiones
de utilizacion de polisacaridos. Ademas, segun la herramienta de analisis FGENESB de

(“www.softberry.com”), ninguna de las secuencias forma parte de un operén.

A su vez, con base en el analisis de la estructura primaria, las potenciales proteinas nativas, se
categorizaron como proteinas intracelulares por ausencia de péptido sefial (segun la prediccidén

de SignalP 6.0) y presentaron los parametros registrados en la Tabla R1 (Protparam, Expasy).

Tabla R1: Parametros moleculares de las proteinas nativas calculados con Protparam

Expasy.(https://web.expasy.org/protparam/)

Numero de Peso Molecular Punto Isoeléctrico
Aminoacidos (kDA)
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 identific6 el dominio

conservado AbfA en ambas secuencias, abarcando practicamente toda su extensién. Las enzimas

gue presentan este dominio, tienen actividad arabinofuranosidasa asociada al nimero de comisién

(EC number) 3.2.1.55, es decir, catalizan la hidrélisis de la arabinosa de los extremos no reductores

de diferentes polisacaridos y oligosacaridos segun la base de datos ExplorEnz (https://www.enzyme-

database.org/). A su vez al categorizar las secuencias en la base de datos dbCANS3 utilizando las

herramientas HMMER y Diamond, se clasificaron como GH51.
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Se realiz6 ademas un alineamiento mdultiple (Clustal w) de KSW14247.1 y KSW29942.1 con

secuencias de otras GH51, algunas putativas y otras de proteinas previamente caracterizadas

provenientes de los genomas de diferentes microorganismos (Figura R1).
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Figura R1: Alineamiento de las secuencias aminoacidicas 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 cataliticos se encuentran sefialados con puntos amarillos (E174) y (E293).

Alineamiento realizado con Clustal w (Madeira y col., 2022), Figura realizada con Esprit 3.0 (Robert y

Gouet 2014).
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En la Figura R1 se identificaron diferentes grados de conservacion de residuos en toda la
extension de las secuencias, los residuos que estan totalmente conservados se resaltan en fondo
rojo y letras blancas, y aquellos residuos que tienen al menos un 60% de conservacion entre
todas las secuencias se representan en letras rojas. Se puede observar ademas la conservacion
de los residuos cataliticos predichos en la posicién 174 y 293 de la secuencia KSW14247.1,

sefialados con un punto amarillo.

A su vez la comparacion entre las estructuras primarias de las GH51 mencionadas anteriormente
se continué mediante un analisis de identidad de secuencia utilizando las librerias apropiadas en
el lenguaje de programacion Python. Es importante destacar que las secuencias de Cellulomonas
sp. B6, tienen un 30% de identidad entre si, lo que sugiere de manera preliminar una amplia
diferencia entre ambas. Por otro lado, se observo que, en general, la secuencia KSW14247.1
presenta un mayor porcentaje de identidad con proteinas que han sido previamente expresadas
y purificadas. La similitud de secuencia mas relevante es con una enzima GH51 de Cellulomonas
fimi (AEE47435.1), alcanzando un 82% de identidad (Figura R2).
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Figura R2: Porcentajes de identidad entre secuencias aminoacidicas 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/1UnHK9ALTxsKviw-umk77GVz30Zc2eFUS#scrollTo= 6SyoenR qgl
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Es de interés clasificar exhaustivamente las secuencias con el objetivo de dilucidar sus
caracteristicas funcionales y estructurales, para contrastar los hallazgos con actividades y
estructuras previamente anotadas. Para esto, se llevé a cabo un agrupamiento de las secuencias
de estudio en esta Tesis en una red generada en la libreria NetworkX de Python, para el cual se
utilizé un conjunto de datos obtenidos de un estudio metagendmico previo que incluia
aproximadamente 9000 secuencias de putativas GH51 de las 14 subfamilias (segun la
clasificacién 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).

B GH51_1 GH51_3 GH51_5

I GH51 2 M GH51 4 M GH51_6
GH51_7 [ GH51_0 GH51_11

M GH51 8 ™ GH51_9 M GH51_13

W Ksw14247.1 [ KSW29942.1

I c. fimi (AEE47435.1)

Figura R3: Agrupamiento de secuencias en redes de subfamilias de la familia GH51. Red filtrada a nodos
gue tienen como minimo un enlace (grado = 1), y agrandamiento de un segmento de la red con los clusters
gue agrupan los nodos que representan a las secuencias KSW14247.1 y KSW29942.1. Red realizada con
libreria NetworkX (Hagberg y Conway 2020), cédigo Python:
https://colab.research.google.com/drive/1UnHK9ALTxsKviw-umk77GVz30Zc2eFUS#scrollTo=_6SyoenRqal

Visualizacién y deteccién de comunidades: Gephi (Bastian y col., 2009).
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En la Figura R3 se observa como la mayoria de las secuencias pertenecen a las subfamilias
GH51_1 y GH51_2 (color violeta y verde oscuro), ademas es notorio que las secuencias
KSW14247.1 (color rojo) y KSW29942.1 (color anaranjado), se agrupan en diferentes clusters sin
enlaces entre si, 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 proteina GH51 de C. fimi (color verde
grishceo) se agrupa en el mismo cluster que la secuencia KSW14247.1. La subfamilia 1 est4
compuesta por miembros con actividades a-L-arabinofuranosidasa (EC 3.2.1.55),
celobiohidrolasa (EC 3.2.1.91) y exo-a-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 caracterizacion de la estructura terciaria debido a la estrecha relacion
entre la funcion y la estructura de las proteinas. Es esencial visualizar la disposicion espacial de
los posibles residuos cataliticos y los residuos de unién a ligando en el sitio catalitico. Para ello,
se realizé 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 funcién de
puntuacidon 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
€s una métrica para evaluar la similitud topolégica 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 comparacion
con los modelos generados por I-TASSER, como se observa en la Tabla R2, razén 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/gmean/)

QMEAN TM - Score
KSW14247.1 (I-Tasser) -5,49 0,77
KSW14247.1 (Alphafold?) 0,28 0,95
KSW29942.1 (I-Tasser) -6,27 0,90
KSW29942.1 (Alphafold?2) -0,32 0,94

Los modelos obtenidos permitieron visualizar la disposicién espacial y la distancia entre los
residuos cataliticos (3.96 A y 4,01 A en las secuencias KSW14247.1 y KSW29942.1,

respectivamente) y los residuos de unién a ligando formando un “bolsillo” catalitico. A pesar de

gue previamente se caracterizé 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 nucleo catalitico de barril (a/8)8 asociado con un dominio sandwich 3

C-terminal (www.cazy.org/GH51).

Ademads, se compararon los dos modelos entre si utilizando la métrica TM-score obteniendo un

valor de 0,5428, lo cual indica que las dos secuencias se pliegan practicamente en la misma

disposicién estructural (Zhang y Skolnick 2004) (Figura R4).
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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 cataliticos, respectivamente (C, D). El resto de los residuos
coloreados en Azul y Celeste en cada modelo corresponden a sitios de union al sustrato. Modelo realizado
con Alphafold2, Visualizacion realizada con el software VMD (Humphrey, Dalke, y Schulten 1996).
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El andlisis de la estructura primaria y terciaria permitié categorizar las secuencias como putativas
enzimas con actividad a-L-arabinofuranosidasas con dominios y sitios cataliticos pertenecientes
a la familia GH51 y a la subfamilia 1. Para validar y respaldar estas predicciones bioinformaticas,

resulta esencial llevar a cabo un analisis bioquimico exhaustivo.
3.2 Clonado, expresion recombinante y purificacién

3.2.1 Clonado

Las secuencias codificantes para las GH51 seleccionadas se amplificaron mediante PCR,
utilizando ADN gendmico extraido de Cellulomonas sp. B6 y cebadores especificos. De cada
reaccion se obtuvieron productos de amplificacion del tamafio esperado (aproximadamente 1500
pb) (Figura R5 A), que fueron purificados y clonados en el vector pGEM®-T Easy. Los plasmidos
obtenidos se utilizaron para transformar bacterias competentes E. coli DH5a, posteriormente se
extrajeron los plasmidos resultantes y se verificd la integridad e identidad de las secuencias
mediante secuenciacion. Luego se llevd a cabo un segundo proceso de clonado donde se
utilizaron las enzimas de restriccion BamHI y Hindlll para liberar el inserto desde pGEM®-T Easy
(Figura R5 B) y clonarlo en el vector de expresion pET28a(+), el cual incorpora una etiqueta de
seis histidinas (His-tag) en el extremo amino terminal (N-Terminal) de la proteina a expresar. Los
plasmidos resultantes se utilizaron para transformar de nuevo bacterias E. coli DH5a. La

integridad de estos constructos se confirm6 mediante colony PCR (Figura R5 C).
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Figura R5: A: Amplificacién por PCR de secuencias codificantes en dos condiciones de temperatura (60°C
y 65°C), con y sin DMSO. B: Reaccion de restriccién de vectores pGEM®-T Easy (sefialado con flechas
rojas) y pET28a (+) (sefialado con flecha verde) C: Colony PCR, clones positivos E. coli DH5a pET28a(+)
con las respectivas secuencias codificantes para KSW14247.1 y KSW29942.1. Los amplicones e insertos

liberados de aproximadamente 1500 pb se encuentran sefialados con flechas negras.

3.2.2 Expresion recombinante
Las secuencias codificantes para las enzimas seleccionadas fueron analizadas mediante la
herramienta Rare Codon Analyzer. Se observo que las secuencias codificantes de KSW14247.1
y KSW29942.1 tienen puntajes CAl de 0,68 y 0,71 respectivamente (siendo el optimo: 1), Estos
puntajes indican que en la secuencia hay codones poco frecuentes, sugiriendo la posible
necesidad de estrategias de optimizacion para lograr una expresion efectiva en E. coli. En
consecuencia, se decidié emplear la cepa E. coli Rosetta, la cual codifica RNAs de transferencia

(tRNAs) suplementarios especificos para algunos codones poco usuales (Rosetta(DE3) -
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Novagen). En paralelo se ensay0 el uso de la cepa E. coli Arctic Express, que co-expresa la
proteina con chaperonas que ayudan al plegamiento correcto (ArcticExpress (DE3) - Agilent).
Para la expresion de la secuencia codificante de KSW29942.1, se llevaron a cabo pruebas de
induccion bajo diferentes condiciones. Para la cepa E. coli Rosetta, se utiliz6 una concentracion
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 induccion. Por otro lado, para la cepa E. coli Arctic Express, se sigui6 el protocolo
estandar, empleando una concentracion de IPTG de 1 mM, a una temperatura de 13°C durante
16 horas. Los andlisis de solubilidad mediante gel de poliacrilamida desnaturalizantes (SDS-
PAGE) indicaron que la proteina se indujo de manera efectiva, aunque predominantemente se
encontrd en la fraccién insoluble aproximadamente a la altura de 60 kDa, coincidente con el peso
molecular esperado (59 kDa). No se detectd presencia de la proteina en la fracciéon soluble.
(Figura R6).
A B

Sl IT4h  IT16h FI16h FS16h M kDa kDa

= e

100 120
100

70

50
& 50
40
30
30

Figura R6: Determinacién de solubilidad de proteina KSW29942.1. Electroforesis en geles de
poliacrilamida desnaturalizantes (SDS-PAGE 10%), tefiidos con Azul de Coomasie, A: E. coli Rosetta
(IPTG 0,5mM, 30°C, 4 hy 16 h), B: E. coli Arctic Express (IPTG 1 mM, 13°C, 16 h). Referencias: SI= sin
inducir, IT= Inducido total, FI= Fraccion Insoluble, FS=Fraccion soluble, M= Marcador Blue Plus® Protein
Marker (14 -120 kDa).

Se realizaron ensayos adicionales de induccion utilizando la cepa E. coli Rosetta, variando las
concentraciones del inductor IPTG, la temperaturay el tiempo de induccién. 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, Ademas se repitio el ensayo de induccion estandar en la cepa

E. coli Arctic. Los analisis de solubilidad de estos ensayos arrojaron resultados similares a los
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ensayos anteriores: la proteina se indujo en todos los casos, pero no se detectod en la fraccion
soluble. (Figura R7).
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Figura R7: Determinacion de solubilidad de proteina 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: Sl= sin inducir, IT=Inducido total, FS=Fraccién soluble, M = Marcador
Blue Plus® Protein Marker (14 -120 kDa).

Estos resultados en conjunto podrian indicar que la proteina recombinante se plegé de manera
incorrecta, probablemente formando agregados. Por lo tanto, es necesario considerar el uso de

otros sistemas de expresion que sean aplicables para esta proteina.

De manera similar, para la expresion de la secuencia codificante de KSW14247.1 se utilizaron
las cepas de expresion E. coli Rosetta y E. coli Arctic Express. Para la cepa E. coli Rosetta, se
empled una concentracion 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 induccién. Ademas, se realizé otro ensayo con IPTG 0,5

mM a 20°C durante 16 horas. Para la cepa E. coli Arctic Express, se siguio el protocolo estandar.

Los andlisis de solubilidad para la induccion de esta proteina bajo la condicion de IPTG 0,5 mM
a 30°C durante 16 horas arrojaron resultados similares a los observados en la proteina
previamente analizada: se observo induccion, pero no se detectd proteina en la fraccion soluble.
Sin embargo, tanto en la condicion de induccion 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, ademas de
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la expresion en la fraccion insoluble, bandas de proteina en la fraccion soluble a la altura de
aproximadamente 60 kDa. (Figura R8).

A B

kDa M Sl Imah mieh F FS kDa M sl mah mi6h il ES

120

120 a0

100
70

70

50 50

30

25
12

25

Figura R8: Determinacion de solubilidad de proteina KSW14247.1 SDS-PAGE 10%, A: E. coli Rosetta (IPTG
0,5mM, 30°C, 4 hy 16 h), B: E. coli Rosetta (IPTG 0,5mM, 20°C, 4 hy 16 h) C: E. coli Arctic Express (IPTG 1
mM, 13°C, 16 h). Referencias: Sl= sin inducir, IT= Inducido total, FI= Fraccién Insoluble, FS= Fraccién soluble,
M= Marcador Blue Plus® Protein Marker (14 -120 kDa).

3.2.3 Purificacion
Una vez obtenidas las proteinas en la fraccion soluble a partir de dos sistemas de expresion, se
decidi6 continuar con la purificacién de dichas proteinas obtenidas en el sistema de expresién E.
coli Rosetta, ya que es mas simple y se evita la presencia de las chaperonas que co-eluyan con
la proteina de interés. La purificacién se llevé a cabo mediante cromatografia de afinidad con
resina de Niquel-agarosa, obteniéndose un rendimiento aproximado de 0,16 g/L de cultivo
inducido (Figura R9)
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Figura R9: Verificacion de purificacion de proteina 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=
Fraccion soluble, FT= percolado (Flow through), W1= Lavado (Wash) 1, E2- E5: Eluidos 2 al 5.
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3.2.4 Ensayo inicial de actividad
Luego de la purificacion se realizé una prueba inicial de actividad, con el objetivo de verificar si la
proteina obtenida cumple con el perfil predicho en la caracterizacion in silico, utilizando el sustrato
comercial p-nitrofenil-a-L-arabinofurandsido (pNP-A) (Figura R10 A). Se trata de un sustrato
colorimétrico para la medicién de la actividad de la a-L-arabinofuranosidasa, dado que, si la

proteina obtenida tiene actividad sobre este sustrato, se observa una coloracién amarilla en la

reaccion (Figura R10 B).
A B

HO

Figura R10: A: representacibn de estructura de sustrato p-nitrofenil-a-L-arabinofuranédsido (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 purificacion, control positivo (CsAbf62A) y control sustrato (C-).

La prueba inicial sobre el sustrato comercial indic6 como resultado que KSW14247.1 tiene
actividad a-L-arabinofuranosidasa. A partir de este punto adoptamos el nombre correcto para la
proteina de acuerdo a las convenciones, pasando de una secuencia putativa anotada en Genbank
con la identificacion KSW14247.1 a la enzima de nombre CsAbf51A obtenida por clonado,
expresion recombinante y purificacion. Los pardmetros obtenidos de la enzima CsAbf51A
recombinante son: peso molecular: 59 kDa, punto isoeléctrico: 5,18, coeficiente de extincion

molar: 88600 Ms. La secuencia completa se encuentra en el Anexo I.

3.3 Caracterizacion bioquimica, cinética enzimatica y especificidad de sustrato de
CsAbf51A

3.3.1 Determinacion de condiciones 6ptimas de reaccién y estabilidad térmica
La determinacién de las condiciones dptimas se llevd a cabo en reacciones con pNP-A (2.5mM).
Inicialmente se determinaron la concentracion de enzima y tiempos de reaccion en las que la
liberacién de producto se encuentra en un rango lineal, para que la medicion en ese rango
determinado sea proporcional al producto liberado. Los rangos analizados fueron: concentracion

de enzima de 0,27 a 4,5 ug/mL y tiempos de reaccion de 5 a 60 min, resultando lineal entre 0,27 -
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2,2 yg/mL y 5 - 40 min (Figura R11). Dentro de esos

enzimay 10 min para las reacciones subsiguientes.
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Figura R11: Determinacion de rango de linealidad de concentracion de enzima (A) y tiempo de reaccién (B)

Se realizaron entonces ensayos para determinar el perfil de la actividad de la enzima en funcién

del pHy de latemperatura. Se determiné que el pH 6ptimo 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 mas extremos (Figura R12).
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Figura R12: Actividad relativa de CsAbf51A sobre pNP-A en funcién 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 relacion al maximo obtenido.

Reacciones a 40°C, 10 min, 0,44 pyg/mL de enzima.
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Posteriormente se determing la actividad en funcién de la temperatura (a pH 6,5). La temperatura
Optima de reaccion fue 50°C, con més del 80% de actividad en el rango de temperatura de 40°C
a 60°C (Figura R13). En las condiciones Optimas, la actividad enzimética especifica fue de 158,1
U/mg.
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Figura R13: Actividad relativa de CsAbf51A sobre pNP-A en funcion de la temperatura. Rango de temperatura:
35°C a 70°C. Valores porcentuales en relacion con el maximo obtenido. Reacciones a pH 6,5, 10 min, 0,44

pg/mL de enzima.

Ademds de establecer las condiciones Optimas de CsAbf51A a tiempos cortos de reacciéon, es
importante determinar como la afecta la temperatura en tiempos mas prolongados a fines de evaluar
las condiciones en las que la enzima puede ser utilizada en el desarrollo e implementacion de
bioprocesos junto con otras enzimas. Para esto, se realizé un ensayo de termoestabilidad en tres
temperaturas de pre incubacién: 40°C, 45°C y 50°C, para luego realizar reacciones en las

condiciones Optimas previamente determinadas.

Los resultados indicaron que la enzima conserva mas del 80% de su actividad al ser incubada a
40°C durante 4 horas. A esta temperatura, su actividad disminuyé a menos del 20% después de 16
horas de incubacién (no graficado). A temperaturas de 45°C y 50°C, la actividad decay6 de manera
mas abrupta. En ambas, después de 2 horas de pre incubacion, la actividad remanente fue menor
al 40%. Esta disminucion de actividad fue aln mas pronunciada a 50°C, donde la actividad fue

practicamente nula después de 2 horas de pre-incubacion. (Figura R14).
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Figura R14: Ensayo de termoestabilidad. Actividad residual de CsAbf51A sobre pNP-A en funcién del tiempo
luego de ser pre-incubada a diferentes temperaturas. La enzima se incubé a 40°C, 45°C. y 50°C por hasta 4
h antes de realizar la reaccién enzimética sobre pNP-A. (Reacciones a 50 °C, pH 6,5, 10 min, 0,44 ug/mL de

enzima).

3.3.2 Cinética enzimatica
Se determinaron los parametros 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 unién al sustrato. Los parametros cinéticos calculados fueron: Ky = 0,3375 mM, Vmax = 140.7
U/mg vy Kea =125,28 s, lo que permitié calcular una eficiencia catalitica Kc./Ky = 371,2 (s*mM™).
Finalmente, el ajuste al modelo de Michaelis Menten permiti6 observar las concentraciones de
sustrato a las cuales la enzima tiene actividad maxima y se verificd que las condiciones éptimas de

reaccion de CsAbf51A fueron determinadas a concentracion saturante de sustrato (pNP-A 2,5 mM).
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Figura R15. Comportamiento cinético de CsAbf51A. La actividad enzimética de CsAbf51A se ensay0

utilizando concentraciones crecientes de pNP-A a pH 6,5, 50 °C por 10 min y 0,44 ug/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 ensay6 su actividad sobre
arabinoxilano de trigo (AX) y sobre arabino-xilooligosacéaridos (AXOS).

El AX presenta una cadena principal de xilosas unidas por enlaces B(1-4) y un 38% de
sustituciones de arabinosa unidas a la cadena principal mediante enlaces a(1-2) o a(1-3). Los
AXOS comerciales utilizados tienen uno o ambos tipos de enlaces: a-L-arabinofuranosil-xilotriosa
(A2XX), a-L-arabinofuranosil-xilotetraosa, con una sustitucién simple interna de arabinosa en la
posicion a(1-3) (XA3XX) y una mezcla equimolar de xilotetraosa con una sustitucion simple

interna de arabinosa en las posiciones a(1-2) o a(1-3) (XAXX mix) (Figura R16).
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Figura R16: Representacion 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 hidrolisis observado mediante TLC revel6 que la enzima liberé arabinosa a partir de
todos los sustratos evaluados. El andlisis cualitativo del producto liberado en funcién de la
intensidad de banda sugeriria una liberacion mucho mayor de arabinosa a partir de AXOS que
de AX (Figura R17 A).

Se cuantificé la concentracion de arabinosa liberada en las reacciones utilizando un kit especifico
para su deteccion (L-Arabinose/D-Galactose Assay Kit). Este ensayo confirmé las observaciones

cualitativas realizadas mediante TLC. La arabinosa cuantificada a partir de los ensayos de
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hidrélisis 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 liber6 menos de 0,02 mg/mL, lo cual
representa una liberacion de arabinosa practicamente completa (100%) a partir de los AXOS
mientras que fue de 0,9% a partir de AX. Dicho resultado sugeriria, en principio, una preferencia
de CsAbf51A por sustratos cortos por sobre el polisacéarido, lo cual coincide con que la enzima
nativa es intracelular, por lo cual tendria acceso a los oligosacéaridos que son internalizados por
la bacteria (Figura R17 B).
A B

Ara A2XX A2XXc XA3XX XA3XXc Mix Mixc AX AXc X2x4

0.4 1

0.35 -
0.3 -
0.25 -
0.2 -
0.15 -
0.1 -
0.05 -
0 - —
A2XX XA3XX Mix AX

Figura R17: Productos de reaccion de AXOS y AX tratados con CsAbf51A. (A): cromatografia de capa

Arabinosa (mg/mL)

delgada (TLC). (B): Arabinosa liberada cuantificada con “L-Arabinose/D-Galactose Assay Kit”.

Referencias: Ara= estandar de arabinosa, X2X4= estandar xilobiosa y xilotetratosa, Reacciones con
diferentes sustratos: AX = arabinoxilano, A2XX= a (1-2)-L-arabinofuranosil-xilotriosa, XA3XX= a(1-3)-L-
arabinofuranosil-xilotetraosa, Mix=XA2XX/ XA3XX. El subindice “c” indica control sustrato. Condiciones de
reaccion: 1 mg/mL (AXOS), 5 mg/mL (AX), 5 ug/ml de enzima, buffer citrato 50 mM pH 6,0, 40 °C, 300 rpm,

4 h. Las barras de error indican el desvio estdndar de 3 réplicas.

Finalmente, los ensayos de actividad sobre AXOS se analizaron por HPAEC-PAD, donde también
se cuantificé la concentracion de arabinosa liberada. En linea con los resultados observados por
TLC y con el kit de cuantificacion de arabinosa, mediante HPAEC-PAD se observé que CsAbf51A
liber6 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, desaparecio
el registro de AXOS, lo cual indica una hidrdlisis total del sustrato en las condiciones ensayadas.
Se demostrg, por lo tanto, que CsAbf51A es activa sobre las sustituciones simples de arabinosa
ya sea que ésta se encuentre unida con enlaces a(1-2) como con enlaces a(1-3) en AXOS.

Ademaés, la enzima mostré capacidad de eliminar las sustituciones de arabinosa tanto en el
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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 B-xilosidasa.

Por otro lado, la cuantificacién de arabinosa por este método resulté en valores de concentracion
similares a los observados en la cuantificacion con el kit (Figura R18).
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Figura R18: Productos de reaccién de diferentes AXOS tratados con CsAbf51A visualizados mediante
HPAEC-PAD. Referencias: Ara = estandar de arabinosa, X4 = xilotetratosa, X3 = Xilotriosa, A2XX = a-L-
arabinofuranosil-xilotriosa, XA3XX = a-L-arabinofuranosil-xilotetraosa, Mix = XA2XX y XA3XX. Condiciones
de reaccion: 1 mg/mL de sustrato, 5ug/mL de enzima, buffer citrato 50 mM pH 6,0, 40 °C, 300 rpm, 4 h.
Las barras de error indican el desvio estandar de 3 réplicas.

3.3.3.2 Arabinano

La actividad de CsAbf51A fue evaluada también sobre arabinano de remolacha, un polisacarido
que consiste en una cadena lineal de moléculas de arabinosa unidas por enlaces a(1-5), con
sustituciones de arabinosa unidas mediante enlaces a(1-3). Asimismo, se estudio su actividad
sobre la variante comercial no sustituida compuesta solamente por la cadena lineal de arabinosa
unidas por enlaces a(1-5) (Figura R19).
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Figura R19: Representacion 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 funcion 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 polimeros sugiere entonces que CsAbf51A es capaz de hidrolizar
enlaces a(1-5) entre moléculas de arabinosa ademas de los enlaces a(1-3) de las sustituciones.
Dado que el Unico producto fue arabinosa y no oligosacaridos de arabinosa, se deduce que la
enzima presenta actividad a (1-3 y 1-5)-L-arabinofuranosidasa siendo activa solamente sobre las
moléculas de arabinosa terminales del polisacarido, descartandose la actividad endo-

arabinanasa.

La arabinosa liberada desde ambos sustratos se cuantific6 empleando el kit colorimétrico
especifico (L-Arabinose/D-Galactose, Megazyme). La concentracion de arabinosa liberada en
ensayos de 16 h alcanz6 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, ademas, que la concentracion 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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Figura R20: Productos de reaccion de arabinano de remolacha tratado con CsAbf51A. (A) Perfil de hidrdlisis
visualizado mediante cromatografia de capa delgada (TLC). (B) Arabinosa liberada cuantificada con “L-
Arabinose/D-Galactose Assay Kit”. AS= arabinano sustituido, ANS = arabinano no sustituido. El subindice
“c” indica control sustrato (sin enzimas). Ara = estandar de arabinosa, X1-X6= estandar de
xilooligosacaridos. Condiciones de reaccion: Sustrato 0,5%, 1uM de enzima, buffer citrato 50 mM pH 6,0,
37 °C, 200 rpm, 16 h. Las barras de error indican el desvio estandar de 2 réplicas.

Nota: El estandar de XOS se empled a modo ilustrativo, en caso de observar un perfil de hidrélisis que
pudiera sugerir la produccién de oligosacaridos de arabinano (AOS), dado que no contamos con estandares

comerciales de AOS.

3.3.3.3 Otros sustratos

Se realizaron ensayos adicionales para evaluar actividad sobre oligo y polisacaridos que han sido

descriptos como sustratos de enzimas de la familia GH51 (www.cazy.org/GH51).

La ausencia de reaccién sobre el esqueleto de xilano (de haya y de trigo) y de celulosa (CMC,
PASC) permitioé descartar actividad B-xilanasa y endo y exo- glucanasa, respectivamente.

Los oligosacaridos xilobiosa (X2) y xilopentaosa (X5), asi como pNP-X no resultaron sustratos de
CsAbf51A, por lo que se descartd actividad B-xilosidasa y asimismo, se descartdé una posible
actividad B-glucosidasa al no observarse productos de reaccion a partir de celopentaosa (C5). El

resumen de ensayos realizados se observa en la Tabla R3.
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Tabla R3: Determinacion de especificidad de sustratos de CsAbf51A.
Ara: arabinosa, Xil: xilosa, Glc: glucosa, pN: para-nitro-fenol

Cadena o Presencia de o
Sustrato o Sustituciones o o Actividad evaluada
principal actividad enzimatica
Sl a-L-arabinofuranosidasa
pNP-A Ara a-1,4-pN -
(AE: 158.1 + 0,6 U/mg) (EC 3.2.1.55)
) a-L-arabinofuranosidasa
A2XX Xil B-1,4 Ara 0-1,3 (25%) Sl
(EC 3.2.1.55)
) a-L-arabinofuranosidasa
XA3XX Xil B-1,4 Ara a-1,3 (20%) Sl
(EC 3.2.1.55)
) Ara a-1,3/Ara o-1,2 a-L-arabinofuranosidasa
XAXX(Mix) Xil B-1,4 Sl
(20%) (EC 3.2.1.55)
Arabinoxilano Ara a-1,3/Ara a-1,2 a-L-arabinofuranosidasa
i Xil B-1,4 S|
de trigo (38%) (EC 3.2.1.55)
. a-L-arabinofuranosidasa
Arabinano Ara a-1,5 Ara a-1,3 Sl
(EC 3.2.1.55)
Arabinano no a-L-arabinofuranosidasa
o Ara a-1,5 - Sl
Sustituido (EC 3.2.1.55)
pPNP-X Xil B-1,4-pN - NO B-xilosidasa (EC 3.2.1.37)
Xilobiosa Xil B-1,4 - NO B-xilosidasa (EC 3.2.1.37)
Xilopentaosa Xil B-1,4 - NO B-xilosidasa (EC 3.2.1.37)
Xilano de ) GIcAOMe a-1,2 )
Xil B-1,4 NO B-xilanasa (EC 3.2.1.8)
Haya (13%)
1, 4 endo-glucanasa
CMC Glc3-1,4 40% CM NO
(EC 3.2.1.9)
B1, 4 endo-glucanasa
(EC 3.2.1.9)
PASC Glc B-1,4 - NO
B1, 4 exo-glucanasa
(EC 3.2.1.91/EC 3.2.1)
) B-glucosidasa
Celobiosa Glc B-1,4 - NO
(EC 3.2.1.21)
B-glucosidasa
Celopentaosa Glc B-1,4 - NO
(EC 3.2.1.21)
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3.4 Evaluacién de sinergismo con B(1-4)-xilanasas.

En el desarrollo de bioprocesos las enzimas generalmente no se usan de manera aislada, sino
gue, dependiendo del producto deseado, es usual el desarrollo de cocteles donde dichas enzimas
actuan concertadamente con otras, contribuyendo de manera sinérgica a la obtencion de

bioproductos.

Las xilanasas son enzimas que actian 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. Asi, cuando el
sustrato es AX, se liberan AXOS de diferente grado de sustitucion. A su vez, distintas xilanasas
pueden generar diferentes perfiles de productos, dependiendo de su mecanismo de hidrélisis y
de la conformacién de su sitio activo. En estos ensayos se evalu6 la contribucion de CsAbf51A a
la actividad de las [(1-4)-xilanasas CsXynl0A, CsXynl0OD y CsXynllA, previamente
caracterizadas en nuestro laboratorio para la hidrélisis de AX (Garrido y col., 2022; Ontafion y

col., manuscrito en preparacion).

En primera instancia se realizaron reacciones en las que se agregaron las enzimas [(1-4)-
xilanasas y CsAbf51A simultaneamente, en concentracion equimolar. Una vez inactivadas las
proteinas por calor se evalué el perfil de hidrélisis por TLC y se cuantificaron los azUcares
reductores liberados por DNS (Miller 1959) y la arabinosa mediante el kit de cuantificacién de

arabinosa utilizado previamente.

El andlisis del perfil de TLC mostré que la xilanasa CsXynl11A liber6 menor cantidad de productos
cortos (X2 y X1) comparativamente con lo observado en las GH10 (CsXynl0A y CsXynl0D)
(Figura R21). Al agregar CsAbf51A a las reacciones, se observd un incremento notorio en los
productos cortos liberados, especialmente a la altura de X2/Arabinosa en todos los casos. La
combinacion entre GH10 y CsAbf51A reflejé también un aumento en la liberacion de X1. Ademas,
en el caso de la muestra tratada con CsXynllA y CsAbf51A la banda correspondiente a X3 fue
mas intensa, lo cual sugiere un incremento en estos productos comparativamente con la muestra
tratada Unicamente con la xilanasa. También se observé que CsAbf51A fue capaz de liberar una
pequefia cantidad de arabinosa directamente del polisacarido, coincidentemente con los
observado en los ensayos previos (Figura R17, R21). Estos resultados demuestran que el

agregado de CsADbf51A facilitaria la liberacion de productos cortos por las B(1-4)-xilanasas a
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través de la remocién de las sustituciones de los AXOS y la consecuente formacion de XOS no

sustituidos, que serian nuevamente sustrato de las xilanasas.

CsXyn10A 4+ - - + - - - Ara
CsXyn10D . + - - +

CsXyn11A . " + - 2 + .
CsADbf51A = g = + + + +

Figura R21: Productos de hidrdlisis de AX generados por (1-4)-xilanasas, CsAbf51A o la combinacion
simultanea de esas enzimas y visualizados mediante cromatografia de capa delgada. Ara: estandar de
arabinosa, X1-X6= estandar xilooligosacaridos. Condiciones de reaccion: 0,5% de AX, concentracion de
enzimas 1uM, 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 [(1-4)-
xilanasas caus6 un incremento significativo en la concentracién de azlcares reductores (AR),
comparativamente con las reacciones realizadas unicamente con B(1-4)-xilanasas (p < 0,05)
(Figura R22 A). El incremento puede deberse a la liberacion de arabinosa a partir de los AXOS
generados por las xilanasas (Figura R22 B) y a la formacion de nuevos extremos reductores por
mayor hidrélisis del xilano. Para confirmarlo, se calcul6 el indice de sinergismo (IS) en funcion de
los AR totales liberados y de la xilosa liberadas. En ambos casos, el IS fue mayor a 1 para la
combinacion de CsAbf51A con las xilanasas de la familia GH10 (CsXynl0A y CsXyn10D),
indicando que la combinacion de estas actividades enzimaticas resulta en mejor hidrélisis 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 (1S:0,98). Sin embargo, se observa un aumento de arabinosa liberada, lo cual indica
que CsADbf51A actua sobre los AXOS liberados por CsXynllA. La mayor concentracion de
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arabinosa liberada se obtuvo mediante la combinacién de CsXyn10D y CsAbf51A, llegando a 0,5

mg/mL, lo cual represent6 un 23,5% de la arabinosa total contenida en el AX (Figura R22 B).
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Figura R22: Efecto de la combinacion entre CsAbf51A y xilanasas. Cuantificacién de los productos de
hidrolisis de AX generados por las B(1-4)-xilanasas CsXynl0A, CsXynl0OD y CsXynllA, CsAbf51A o su
combinacion simultanea. A: Azucares 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 reaccion:

0,5% de AX, concentracion de enzimas 1uM, buffer citrato 50 mM pH 6,0, 37 °C, 200 rpm,4 h.

Las barras de error indican los desvios estandar de tres replicas. Los asteriscos sefialan diferencias
significativas (p < 0,05) entre el resultado obtenido con cada xilanasa y por su combinacion con CsAbf51A

segun el test de Tukey. ns=diferencias no significativas. Los nimeros sobre las barras indican los indices de

sinergismo calculados.
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Las diferencias observadas en AR y xilosa liberados (Figura R22) pueden estar relacionadas con
los mecanismos de accién 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 méas largos y solo
con sustituciones internas. La remocion de las sustituciones de arabinosa por parte de CsAbf51A,
generaria nuevos sitios de corte posibles, XOS mas cortos sobre los cuales contindan actuando las

xilanasas y este efecto es mas relevante para la actividad de las GH10.

Para confirmar el mecanismo de accion de CsAbf51A y analizar su aplicacién en la generacién
de XOS no sustituidos, se evaluo el efecto de combinar las actividades de las enzimas de manera
secuencial. Inicialmente se tratd el sustrato (AX) con las enzimas B(1-4)-xilanasas vy, al cabo de
4 h, se detuvieron las reacciones desnaturalizando las proteinas a 100 °C. Posteriormente se
adicion6 CsAbf51A en una reaccion de 16 horas. A fines comparativos, se incluy6 en el ensayo
otra a-L-arabinofuranosidasa de la familia GH62 (CsAbf62A), previamente caracterizada en
nuestro laboratorio. CsAbf62A actla 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 andlisis cualitativo mediante TLC (Figura R23) confirmé por un lado el perfil diferencial de
productos que se obtienen a partir de la actividad de las tres xilanasas sobre AX y la modificacion
de dicho perfil por la actividad posterior de CsAbf51A sobre los AXOS generados por las
xilanasas, lo cual permite inferir cuales productos generados por las xilanasas presentaban
sustituciones. En ese sentido se observo que la combinacion de CsAbf51A con CsXynl11A, resulté
en un aumento en la banda de X2/Arabinosa y X3. Como era de esperar, debido a la inactivacion
de las xilanasas antes de la incorporacion de las Abfs, no se observé mayor intensidad de la
banda correspondiente a X1 en ninguna de las reacciones. Por otro lado, CsAbf62A liber6 mayor
cantidad de arabinosa que CsAbf51A a partir de AX, aunque no se observd una diferencia
cualitativa en los perfiles de hidrdlisis de las muestras tratadas con las xilanasas y CsAbf51A o
CsAbf62A. Ademas, en este ensayo se empledé como control de reaccién al cActel enzimatico
NS2202 (Novozymes) con elevada actividad xilanasa y arabinofuranosidasa, que hidroliz6 el

sustrato a xilosa, arabinosa y probablemente X2.
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Figura R23: Productos de hidrélisis de AX generados por xilanasas, CsAbf51A, CsAbf62A o la combinacion
secuencial de esas enzimas y visualizados mediante cromatografia de capa delgada. Ara: estandar de
arabinosa, X1-X6= estandar xilooligosacaridos, Cs: control sustrato, CeXyn: control enzima de xilanasas,
CeAbf: control enzima arabinofuranosidasas, CeNS2202: control enzima NS2202. Condiciones de

reaccion: 0,5% de AX, concentracion de enzimas 1uM, buffer citrato 50 mM pH 6,0, 37 °C, 200 rpm, 16 h.

La cuantificacién de AR resultdé en niveles similares al ensayo secuencial, con un incremento
significativo (p < 0,05) en la concentracion de AR en las muestras tratadas con las xilanasas y a-
L-arabinofuranosidasas en comparacién con las muestras tratadas solo con las xilanasas (Figura
R24 A). Al comparar el efecto de ambas Abfs, no hubo diferencias estadisticamente significativas
en el tratamiento de los productos de las xilanasas de la familia GH10 aunque si hubo mayor
cantidad de AR liberados al tratar con CsAbf62A los productos de hidrélisis de CsXynllA,
respecto del tratamiento con CsAbf51A (p < 0,05). A su vez la enzima comercial NS2202 produjo

la maxima concentracion de AR registrados (Figura R24 A).

En cuanto a la concentracion de arabinosa liberada, es destacable que, a pesar de que CsAbf62A
liber6 mayor concentracion 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 liber6 la méaxima

concentracion de arabinosa medida en la reaccion (aproximadamente 1,1 mg/mL), mientras que
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las enzimas CsAbf51A o CsAbf62A en combinacién con xilanasas liberaron hasta un 45% de la
cantidad alcanzada por dicho coctel comercial (Figura R24 B).
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Figura R24: Actividad de las Abfs CsAbf51A y CsAbf62 sobre los productos generados por la actividad de
xilanasas sobre arabinoxilanos. Cuantificacion de los productos de hidrdlisis de AX generados por las B(1-
4)-xilanasas CsXynl0A, CsXynl0D y CsXynllA, CsAbf51A, CsAbf62A o su combinacién secuencial. A:
Azlcares reductores cuantificados por DNS como equivalentes de xilosa, B: Arabinosa cuantificada por kit
“L-Arabinose/D-Galactose Assay Kit”. Condiciones de reaccion: 0,5% de AX, concentracion de enzimas
1uM, buffer citrato 50 mM pH 6,0, 37 °C, 200 rpm, 16 h. Las barras de error indican los desvios estandar
de tres réplicas. En A los asteriscos sefialan diferencias significativas (p < 0,05) segln test de Tukey entre
los AR liberados por xilanasas con respecto a los liberados por la combinacion 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 aplicacion de las arabinofuranosidasas para la
obtencion y caracterizacién de XOS, por su potencial utilidad como prebidticos y que queremos
dilucidar el perfil de actividad de CsAbf51A sobre AXOS, las muestras obtenidas en este ensayo

de combinacién secuencial se analizaron posteriormente mediante HPAEC-PAD (Figura R25).

El perfil de hidrolisis de AX con cada una de las 3(1-4)-xilanasas coincidio con lo observado en el
TLC. Al tratar el sustrato secuencialmente con las xilanasas y cada una de las Abf, se observé 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 ademas se confirmé ademas con el cambio de peffil

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 si, lo cual puede
representar un indicio de que su modo de accion sobre AXOS no difiere (Figura R25). Resultados
previos de nuestro grupo de investigaciéon indicaron que CsAbf62 es solo activa sobre enlaces
simples de arabinosa presentes en AXOS, mientras que no tiene actividad sobre dobles enlaces.
En funcién de los resultados obtenidos en esta Tesis, es probable que CsAbf51A tenga el mismo
comportamiento. Por lo tanto, CsAbf51A actuaria sobre los AXOS, removiendo sustituciones
simples de arabinosa, pero no seria capaz de hidrolizar dobles sustituciones de arabinosa,

generando un perfil de XOS no sustituidos y AXOS con dobles sustituciones.
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Figura R25: Productos de reaccién de diferentes AX tratados con B(1-4)-xilanasas CsXyn10A, CsXyn10D
y CsXyn11A, o con B(1-4)-xilanasas y posteriormente con las Abf CsAbf51A o CsAbf62A visualizados
mediante HPAEC-PAD. Referencias: Ara = arabinosa, Xyl = xilosa, AXOS = arabinoxilooligosacaridos.
Condiciones de reaccion: 0,5% de AX, concentracion de enzimas 1uM, 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 a-L-arabinofuranosidasa (EC 3.2.1.55) principalmente sobre AXOS, hidrolizando las
moléculas de arabinosa unidas en enlaces a(1-3) y a(1-2), pero no en dobles enlaces. A su vez,
CsADbf51A libera arabinosa a partir de arabinano hidrolizando enlaces a(1-3) y/o a(1-5) (extremo

no reductor).
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Figura R26: Modelo de actividad de la enzima CsAbf51A.
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4. DISCUSION Y CONCLUSIONES

4.1 Discusién

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 caracterizo la
enzima CsAbf51A, una arabinofuranosidasa (Abf) intracelular de la familia GH51, cuya secuencia
esta codificada en el genoma de Cellulomonas sp. B6 (Piccinni y col., 2018). Las enzimas de la
familia GH51 presentan principalmente actividad a-L-arabinofuranosidasa (EC 3.2.1.55). Esto
implica que hidrolizan enlaces glicosidicos a(1-2), a(1-3) y/o a(1-5) de L-arabinofuranosidos
terminales localizados en el extremo no reductor de arabinoxilanos, arabinogalactanos y L-
arabinanos (Thakury col., 2019; Tu y col., 2019).

La hipdtesis planteada en este trabajo es que las enzimas de la familia GH51 de Cellulomonas,
sp. B6, expresadas de forma recombinante, presentan actividad a-L-arabinofuranosidasa sobre
arabinoxilanos y/o sobre los arabino-xilooligosacaridos y que actuaran de manera sinérgica con
B-1,4-endo-xilanasas para mejorar la deconstruccién de arabinoxilanos. Esta hipotesis se
enmarca en el objetivo general de desarrollar bioprocesos enzimaticos para valorizar la fraccion

de hemicelulosa de los cereales, por ejemplo, obteniendo xilo-oligosacaridos prebidticos.

Las enzimas de la familia GH51 fueron agrupadas recientemente en 14 subfamilias (SF). El
analisis bioinformatico revel6 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 mas abundante dentro de la familia y se
compone de proteinas con actividad a-L-arabinofuranosidasa (EC 3.2.1.55), celobiohidrolasa (EC

3.2.1.91) y exo-a-1,3-L-arabinofuranosidasa (EC 3.2.1.-) (www.cazy.org/GH51 1 characterized).

Hubiese resultado de interés hacer un analisis funcional comparativo de ambas proteinas a modo
de dilucidar si la baja identidad de secuencia tiene alguna influencia en el perfil biogquimico de
ambas proteinas. Sin embargo, KSW29942.1 no fue obtenida en la fraccién soluble durante los
experimentos de expresion recombinante, por lo cual no fue posible avanzar con su
caracterizacion. Por otra parte, CsAbf51A se expresé 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 unica GH51 del género Cellulomonas caracterizada hasta la
fecha (Yang y col., 2015).
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La actividad de la enzima CsAbf51A fue optima a 50 °C (conservando mas 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
ademas con otras Abfs microbianas caracterizadas que tienen su 6ptimo de reaccién entre pH
5,0y 8,0 y a temperaturas de 40 a 60 °C (Oh y col., 2019). Por ejemplo, AbfCelf tiene actividad
Optima 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 (In&cio y col., 2008) y la GAFase de Geobacillus sp. a 60 °C y
pH 5,0 (Park y Kim, 2007).

La actividad especifica de CsAbf51A sobre pNP-A en las condiciones Optimas de reaccién 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 Kca/Km que cuantifica la eficiencia catalitica de las
enzimas, CsAbf51A presentd un valor de 371,2 (seg™ mM?), mientras que los valores reportados
para AbfCelf son menores (82,4 s mM?), lo que sugiere que CsAbf51A tendria una mayor
eficiencia catalitica. Asimismo, los valores de Ku indicarian que CsAbf51A (Ku = 0,3 mM) tiene
mayor afinidad por el sustrato que AbfCelf (Ku = 1,5 mM). De cualquier manera, para poder
comprar efectivamente ambas enzimas, los ensayos deberian ser realizados en el mismo

laboratorio o utilizar protocolos estandarizados.

CsAbf51A presentd actividad a-L-arabinofuranosidasa, liberando Unicamente arabinosa a partir
de arabino-xilooligosacaridos (AXOS), arabinoxilano (AX) de trigo, arabinano lineal y sustituido,
confirmando la actividad predicha a-L-arabinofuranosidasa (EC 3.2.1.55). Ademas, la enzima no
presentd actividad sobre ninguno de los sustratos no arabindsicos ensayados. Estos resultados,
utilizando distintos oligosacaridos y polisacaridos comerciales, demostraron que CsAbf51A tiene
especificidad para hidrolizar completamente las sustituciones simples de arabinosa por medio de
enlaces a(1-2) o a(1-3), tanto internas como en el extremo no-reductor en AXOS, ademas de
mostrar una leve actividad de hidrélisis de las sustituciones presentes en el polisacarido AX. De
acuerdo a la especificidad de sustrato, las Abfs pueden clasificarse en tres tipos. Las Abfs tipo A
(AbfA) actian preferentemente sobre arabinooligomeros (arabino-oligosacéaridos, AQOS, y/o
AXQOS), mientras que las Abfs tipo B (AbfB) actlan indistintamente sobre polisacaridos (AX,
arabinano) o arabinooligomeros. En contraste, las Abfs tipo C tienen actividad especifica sobre
AX (Longy col., 2024; Poria y col., 2020; Tu y col., 2019). En funcién de los resultados obtenidos,
CsADbf51A corresponderia a la clasificacion Abf tipo A, dado que mostré preferencia por AXOS

por sobre AX.
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A su vez las pruebas realizadas con CsAbf51A sobre el polisacérido arabinano demostraron su
capacidad de hidrolizar enlaces a(1-3) y/o a(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 Unicamente
enlaces a(1-3) y a(1-2) y no tiene capacidad de hidrdlisis sobre enlaces arabinosidicos a(1-5),
pero que es capaz de liberar arabinosa desde AX de trigo mas eficientemente que CsAbf51A.
Siguiendo con la comparacién 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 reaccion. 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.
Ademas, 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 mas eficiente en la hidrélisis de AOS
gue en la de AXOS.

La actividad y especificidad de sustrato de CsAbf51A concuerda con el modelado de su estructura
tridimensional, donde se observé la disposicion espacial de residuos clave responsables de la
catdlisis y la unién a ligando. Dichos residuos coinciden con los residuos conservados
responsables de la actividad y especificidad de la GH51 AbfCelf, cuya disposicion espacial se
superpone, ademds, 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 valorizacién de la hemicelulosa es muy relevante dado su elevado contenido en la biomasa
vegetal y las mdultiples aplicaciones posibles de los productos derivados de ella. En particular, los
oligosacéridos derivados del xilano (XOS) resultan productos interesantes de la degradacion
enzimatica dado su potencial como prebidticos y endulzantes de bajas calorias. Ademas, se sabe
gue la estructura de esos XOS es determinante para su efecto prebiético, dado que segun sean
sustituidos o no sustituidos y dependiendo del tipo de sustituciones que presenten estimularan
diferencialmente la microbiota intestinal (Nordberg Karlsson y col., 2018). Por lo tanto, es
importante tener diferentes variantes de XOS para evaluar su potencial prebidtico 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 produccién de XOS
sustituidos con arabinosa (AXOS) o &cido glucurénico (GXOS) empleando xilanasas. La adicion
de enzimas accesorias, capaces de eliminar esas sustituciones, puede servir como herramienta
para remover especificamente las sustituciones y evaluar asi su impacto en la actividad biol6gica
de los XOS/AXOS. Ademés, se ha reportado que ciertas enzimas accesorias actuarian
favoreciendo la disponibilidad del xilano a las xilanasas a través de la eliminacion de las

sustituciones que impiden su acceso al sustrato (Bouiche y col., 2023).

En el presente trabajo, se demostr6 que CsAbf51A actua de manera sinérgica con B(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 simultdnea. También se observo
un aumento de XOS cortos, ademas de arabinosa, cuando se combind con la $(1-4)-xilanasa

CsXyn11A, si bien el incremento fue aditivo y no sinérgico.

Dado que CsADbf51A no es significativamente activa sobre las sustituciones de arabinosa
presente en AX, es probable que el aumento de los azucares liberados en las reacciones con las
xilanasas se deba a que esta enzima actud liberando la arabinosa presente en los AXOS
generados por las xilanasas. De manera similar, Tu y col., (2019) observaron un incremento
significativo en la liberacion de arabinosa, xilosa, X2 y X3 al combinar una xilanasa con la Abf
TIAbf51 con respecto a los rendimientos alcanzados por cada enzima individualmente. En
concordancia con estos autores, para su sistema en estudio, la hidrélisis del AX por las xilanasas
genera AXOS més accesibles para CsAbf51A, mientras que la eliminacion de las cadenas
laterales de esos AXOS por CsAbf51A también puede mejorar la eficiencia de su degradaciéon a

productos mas cortos por parte de las xilanasas.

Si bien la xilosa es un azlcar fermentable que puede servir como precursor quimico de otros
compuestos, la produccién de diferentes tipos de XOS nos resulta mas atractiva que la
acumulacion de xilosa por las razones previamente mencionadas. Por lo tanto, en funcién de los
resultados anteriores, evaluamos la combinacion de las B(1-4) xilanasas y CsAbf51A de manera
secuencial. De esa manera, los productos de las 3(1-4) xilanasas se convirtieron en sustratos de
la Abf, pero no fueron nuevamente hidrolizados por las B(1-4) xilanasas por lo que no se

incremento la concentracion de xilosa como en los ensayos en simultaneo.

En los ensayos secuenciales se observd 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 hidrolisis de CsAbf51A sobre dichos AXOS fueron muy similares a los
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obtenidos con CsAbf62A, empleada como Abf control. Segun reportaron Garrido y col. (2022),
CsADbf62A es activa solamente sobre la arabinosa unida mediante simples enlaces a(1-2) o a(1-
3) alos AXQOS, pero no sobre dobles enlaces. Por el contrario, dos Santos y col. (2018) sugirieron
gue las GH51 serian activas también sobre dobles enlaces de arabinosa, tipicamente presentes
en AX de trigo y por ende en los AXOS derivados de éste. La similitud en el perfil de hidrdlisis
generado por ambas enzimas, en el que se observa la presencia del mismo producto recalcitrante
a la degradacién enzimatica nos daria indicios para suponer que, al igual que CsADbf62A,
CsADbf51A tampoco es activa sobre las sustituciones dobles de arabinosa. Sin embargo, para
comprobar esto, es preciso realizar ensayos con los sustratos adecuados (di- a-L-

arabinofuranosil-xilotriosa: A2,3XX).

En resumen, la caracterizacion de CsAbf51A abre nuevas perspectivas para el desarrollo de
bioprocesos enzimaticos destinados a la valorizacion de la fraccion de hemicelulosa de cereales,
facilitando la produccién de xilo-oligosacaridos prebiéticos y ofreciendo una herramienta potencial
para mejorar la eficiencia de la deconstruccion de arabinoxilanos. Estos hallazgos destacan la
importancia de comprender y aprovechar las capacidades enzimaticas de microorganismos como
Cellulomonas sp. B6 para avanzar en la explotacién sostenible de recursos vegetales y la

produccion de compuestos de interés industrial y biotecnolégico.

4.2 Conclusiones y perspectivas.

Los resultados obtenidos en este trabajo permitieron la caracterizacion estructural in silico y las
propiedades bioquimicas de la enzima CsAbf51A, identificada como miembro de la subfamilia 1

de la familia GH51 y obtenida por expresion recombinante en E. coli Rosetta.

CsAbf51A presentd actividad a-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 a(1-2) y a(1-3) de arabinosas presentes en sustituciones internas y en el extremo no
reductor de AXQOS, aungue no pareciera presentar actividad sobre sustituciones dobles. Ademas,

presento actividad sobre los enlaces a(1-5) y/o a(1-3) de arabinosas terminales de arabinano.

CsADbf51A exhibié sinergismo con f3(1-4)-xilanasas de la familia GH10 para transformar AX en
arabinosa, xilosa y XOS cortos, demostrando la Hipétesis planteada en este trabajo de Tesis. La
eficiencia y el perfil de hidrélisis resultante fue comparable a los obtenidos con la
arabinofuranosidasa CsAbf62A, aunque esta Ultima presenta mayor actividad sobre AX y no

presenta actividad sobre los enlaces a(1-5) del arabinano.
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El conjunto de resultados obtenidos en esta Tesis demostrd, por lo tanto, que CsAbf51A podria
ser una enzima atractiva para emplear en bioprocesos de valorizacion del arabinoxilano de
cereales, en combinacion con xilanasas, para obtener XOS/AXOS prebibticos y aportar
alternativas a la cadena de valor de cereales como el trigo 0 maiz, en el contexto de biorefinerias.
Ademas, los resultados obtenidos son un punto de partida para una futura caracterizacion mas
exhaustiva de la actividad de CsADbf51A sobre arabinano de diferentes fuentes, formando parte
de cécteles con otras enzimas activas sobre este polisacarido, apuntando a generar productos

de valor agregado.
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Anexo 1:

Secuencia nucleotidica codificante de la enzima CsAbf51A.

| GGCAGCAGCCATCATCATCATCATCACAGCAGCGGCCTGGTGCCGCGCGGCAGCCATATGGCT
IS EEIREREEATEE 1 GACCGCCCACGCCACCGTCCTGCTGCAC

CCCGACTTCCGCACCGGCACCCTCGACCGCCGCCTCTTCGGCTCGTTCGTCGAGCACCTCGGCCGC
GCGGTCTACACCGGCATCTACGAGCCCGAGCACGCGACGGCCGACGAGCACGGCTTCCGCCGCGA
CGTCGCCGACCTCACGCGCGAGCTCGGCGTCACGATGGTGCGCTACCCGGGCGGCAACTTCGTCT
CCAACTACGTGTGGGAGGACGGCGTCGGACCGGTCGAGGAGCGCAAGCCGTTCATCGACCTCGCG
TGGCGCACGGTCGAGCCCAACCTCGTCGGCACCGACGAGTTCCTGCAGTGGGCCGAGCGCGAGGG
CATCGAGCCCATGATGGCCGTCAACCTCGGCACGCGCGGCGTCGCCGAGGCCGLCGGLCGLTCGTCG
AGTACTGCAACGGCGTCGCCGGCTCACGCTGGGCGGACCTGCGCATCGCCAACGGCCGCACCGAG
CCCTACGGCGTGACGCTGTGGTGCCTCGGCAACGAGATGGACGGCCCGTGGCAGATCGGCCACAA
GGACGCGCACGAGTACGGCAAGCTCGCCGCCGAGGCCGGCAAGGCCATGAAGCTCGTCGACCCGA
CCATCGAGCTCGTCGCGTGCGGGTCGTCGTCGATGACGATGGACACGTTCGGCGAGTGGGAGCAG
ACCGTCCTGTCGTACACGTACGACCTGGTCGACCACATCTCGATGCACGCGTACTACGAGGAGCTC
GACGGCGACCGCGCGTCGTTCCTCGGCTCCGCCACGAGCATGGACCGCTTCATCCGCCGCGTCGT
GGCGTCGGCCGACGCGGTCGGCGCGCGCAAGCGCTCGGACAAGCAGATCACCATCTCGTTCGACG
AGTGGAACGTCTGGTACCTCGAGTCGCGGTTCCCCGGCGAGTCGAACCTGCCGCTGCAGCACCAGC
CCGCACGCATCATCGAGGACGTCTACTCGGGCCTCGACGCCGTCGTCCTGGGCGACCTCATGGTGA
CGCTGCTCAACCACGCCGACCGCGTGCCGGTCGCGTGCCTCGCGCAGCTCGTCAACGTCATCGCC
CCGATCATGACCGAGCCCGGCGGCGAGGCCTGGAAGCAGCCGACGTACTACCCGTTCGCGGCCAC
GGCGCGCCTCGCGCAGGGCGACGTGCTCGACGTGCGCGTGCAGGCCCCGACGTTCACGACGTCCC
GGCACGGCGACGTCCCGACCGTCACGGCGGCCGTCACGTGGGCGGGCGAGAGCGGGTCCGGCGA
GCTGGGCGTGTTCCTCGTCAACCGCACGGCCGAGGCCGTCGAGGTCGAGCTGCGGCACCCGGGCG
TCGCCCTGACGCTCGGCGGCGGCACGCAGGTCACGGCCGACCACGAGACCGCGGTCGLGGGLCC
CGAGCACGCCGCCAAGGTCGCCGCCGAGCACGTCACGACGCTCGACGCCGCCCCGGTGACCGCG
AGCGCCACGGGCACGACGACCGTGCGCCTGGCGCCCGAGTCGTGGACCGCGCTGTCCGGGACCG
CGACGCTCGTCTGAAAGCTT

Sitio de corte Hindlll
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Secuencia de aminoacidos de la enzima CsAbf51A:

SRS DONERES  TAHATVLLHPDFRTGTLDRRLFGSFVEHLGRA

VYTGIYEPEHATADEHGFRRDVADLTRELGVTMVRYPGGNFVSNYVWEDGVGPVEERKPFIDLAWRTVE
PNLVGTDEFLQWAEREGIEPMMAVNLGTRGVAEAAALVEYCNGVAGSRWADLRIANGRTEPYGVTLWC
LGNEMDGPWQIGHKDAHEYGKLAAEAGKAMKLVDPTIELVACGSSSMTMDTFGEWEQTVLSYTYDLVD
HISMHAYYEELDGDRASFLGSATSMDRFIRRVVASADAVGARKRSDKQITISFDEWNVWYLESRFPGESN
LPLQHQPARIEDVYSGLDAVVLGDLMVTLLNHADRVPVACLAQLVNVIAPIMTEPGGEAWKQPTYYPFAA
TARLAQGDVLDVRVQAPTFTTSRHGDVPTVTAAVTWAGESGSGELGVFLVNRTAEAVEVELRHPGVALT
LGGGTQVTADHETAVAGPEHAAKVAAEHVTTLDAAPVTASATGTTTVRLAPESWTALSGTATLV-
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