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Desarrollo de complejos enzimáticos bacterianos para la valorización de biomasa lignocelulósica 

La biomasa lignocelulósica, integrada principalmente por celulosa y hemicelulosa, constituye una 

fuente estratégica para la producción de biocombustibles y bioproductos. Su aprovechamiento 

eficiente requiere cócteles enzimáticos capaces de hidrolizar estos polímeros de manera específica, 

generando oligosacáridos bioactivos o monómeros fermentables. El objetivo central de esta tesis fue 

estudiar enzimas bacterianas activas sobre polisacáridos estructurales de la biomasa vegetal y 

desarrollar complejos enzimáticos aplicables en bioprocesos. 

Se optimizaron las condiciones de cultivo de Paenibacillus xylanivorans A59 para obtener un extracto 

enzimático enriquecido en actividades dirigidas a la hemicelulosa, evaluando distintas fuentes de 

carbono y la producción en matraces y biorreactores. El salvado de trigo resultó ser el mejor inductor 

de actividad extracelular, y la producción en biorreactor permitió obtener cinco veces más actividad 

enzimática que la producción en matraces. El análisis proteómico reveló un repertorio diverso de 

enzimas activas sobre carbohidratos, identificándose a la xilanasa PxXyn10A, de la familia GH10, como 

la más abundante. Asimismo, se identificaron dos enzimas de la familia GH30, una potencial glucurono-

xilanasa (subfamilia 8) y una β-xilosidasa intracelular (subfamilia 2), que fueron expresadas de manera 

recombinante para su caracterización funcional: PxXyn30_8 y PxXyl30_2. 

La enzima PxXyl30_2 mostró actividad restringida a un sustrato modelo, sin evidencias de acción sobre 

xilo-oligosacáridos, por lo que su rol biológico permanece incierto. En cambio, la enzima PxXyn30_8 

presentó actividad glucurono-xilanasa específica, con capacidad inédita de tolerar decoraciones de 

ácido (metil)glucurónico en la posición +1 de la cadena de glucurono-xilano. La combinación de esta 

enzima con las endo-xilanasas extracelulares PxXyn10A y PxXyn11B mejoró la hidrólisis de glucurono-

xilanos presentes en biomasa lignocelulósica, como el bagazo de agave. 

Se exploró el desarrollo de formulaciones enzimáticas para aplicaciones concretas. El extracto 

extracelular mejoró la solubilización de glucanos en alimentos balanceados para aves, estableciendo 

bases para su empleo como aditivo multienzimático en nutrición animal. Asimismo, la suplementación 

del extracto con β-xilosidasas y α-L-arabinofuranosidasas permitió una conversión más eficiente del 

xilano contenido en residuos agrícolas ricos en arabino-xilano, evidenciando el potencial de estas 

formulaciones en esquemas de biorrefinería. 

La hidrólisis del bagazo de agave, residuo rico en glucurono-xilano, permitió obtener xilo-

oligosacáridos con propiedades bioactivas. La acción de PxXyn30_8 generó xilo-oligosacáridos ácidos 

de mayor longitud con actividad antioxidante superior a la obtenida con las otras xilanasa estudiadas. 

Asimismo, los xilo-oligosacáridos generados por hidrólisis del bagazo de agave con el extracto 

enzimático de P. xylanivorans, promovieron la respuesta inmune en plantas de tabaco frente al virus 

del mosaico. Es de destacar que el sobrenadante de cultivo por sí mismo también efecto protector en 

plantas, abriendo nuevas líneas de investigación. 

En conjunto, esta tesis doctoral permitió obtener y caracterizar extractos y cócteles enzimáticos 

bacterianos eficientes para la degradación de hemicelulosas, validando su aplicación en nutrición 

animal, biorrefinerías y generación de compuestos bioactivos. Estos resultados establecen bases 

sólidas para el diseño de formulaciones enzimáticas con alto valor agregado, orientadas al 

aprovechamiento sustentable de biomasa vegetal en el marco de la bioeconomía circular. 

Palabras claves: BIOMASA LIGNOCELULÓSICA, COMPLEJOS ENZIMÁTICOS, CAZIMAS, XILANASA, 

GLUCURONOXILANASA, VALORIZACIÓN DE RESIDUOS AGROINDUSTRIALES, NUTRICIÓN ANIMAL, 

ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE, ESTIMULACIÓN INMUNE VEGETAL
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Development of bacterial enzyme cocktails for the valorization of lignocellulosic biomass 

Lignocellulosic biomass, mainly composed of cellulose and hemicellulose, represents a strategic 

feedstock to produce biofuels and bioproducts. Its efficient utilization requires tailored enzymatic 

cocktails capable of hydrolyzing these structural polymers into bioactive oligosaccharides or 

fermentable sugars. The aim of this doctoral thesis was to study bacterial enzymes active on plant cell 

wall polysaccharides and to develop enzyme cocktails applicable to bioprocesses. 

Culture conditions of Paenibacillus xylanivorans A59 were optimized to obtain an extracellular 

enzymatic extract enriched in hemicellulose-degrading activities, testing different carbon sources and 

production in flasks and bioreactors. Wheat bran was identified as the most effective inducer, and 

bioreactor cultivation increased extracellular enzymatic activity fivefold compared to flask cultures. 

Proteomic analysis revealed a diverse repertoire of carbohydrate-active enzymes, with the GH10 

xylanase PxXyn10A being the most abundant. Besides, two GH30 enzymes were identified, including a 

putative glucurono-xylanase (subfamily 8) and an intracellular β-xylosidase (subfamily 2), which were 

recombinantly expressed and functionally characterized: PxXyn30_8 and PxXyl30_2. 

PxXyl30_2 showed activity restricted to a model substrate, with no evidence of action on xylo-

oligosaccharides, leaving its biological role unclear. Conversely, PxXyn30_8 exhibited specific 

glucurono-xylanase activity and an unprecedented tolerance to (methyl)glucuronic acid substitutions 

at the +1 position of glucurono-xylan chains. Its combination with extracellular endo-xylanases 

PxXyn10A and PxXyn11B enhanced glucurono-xylan hydrolysis in lignocellulosic biomass such as agave 

bagasse. 

Enzyme formulations were explored for practical applications. The extracellular extract improved 

glucan solubilization in poultry feed, establishing a basis for its use as a multienzyme additive in animal 

nutrition. Supplementation with β-xylosidases and α-L-arabinofuranosidases enhanced xylan 

conversion from agricultural residues rich in arabinoxylan, demonstrating potential for biorefinery 

applications.  

Hydrolysis of agave bagasse, a residue rich in glucurono-xylan, generated xylo-oligosaccharides with 

bioactive properties. The action of PxXyn30_8 generated longer acidic xylo-oligosaccharides with 

antioxidant activity superior to that obtained with the other xylanases studied. Furthermore, xylo-

oligosaccharides generated by hydrolysis of agave bagasse using the P. xylanivorans enzymatic extract 

promoted immune responses in tobacco plants against tobacco mosaic virus. Notably, the culture 

supernatant itself also exhibited a protective effect in plants, opening new lines of investigation. 

Overall, this work enabled the development and characterization of efficient bacterial enzyme extracts 

and cocktails for hemicellulose degradation, validating their application in animal nutrition, 

biorefineries, and the generation of bioactive compounds. These results provide a solid foundation for 

designing high-value enzymatic formulations for the sustainable utilization of plant biomass within the 

framework of the circular bioeconomy. 

Keywords: LIGNOCELLULOSIC BIOMASS, ENZYME COMPLEXES, CAZYMES, XYLANASE, GLUCURONO-

XYLANASE, AGRO-INDUSTRIAL WASTE VALORIZATION, ANIMAL NUTRITION, ANTIOXIDANT ACTIVITY, 

PLANT IMMUNE STIMULATION
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Introducción 

La biomasa lignocelulósica (BLC) se reconoce como el recurso biológico renovable más abundante a 

nivel global derivado principalmente de toda biomasa de origen vegetal que no se destina al uso 

alimentario, abarcando residuos y subproductos de la agroindustria, cultivos energéticos tales como 

pasturas y especies consideradas malezas, así como también desechos sólidos urbanos (Fatma y col., 

2018). Es una materia prima de bajo costo y de fácil disponibilidad para la obtención de diferentes 

productos con propiedades biotecnológicas importantes (Abdeshahian y col., 2020; Ilić y col., 2023). 

En América del Sur, los extensos sistemas agrícolas y forestales generan grandes volúmenes de residuos 

lignocelulósicos que representan una oportunidad estratégica para el desarrollo de biorrefinerías 

sostenibles. Según Sampaolesi y col. (2023), Brasil y Colombia aportan la mayor fracción de biomasa 

directa, principalmente de caña de azúcar, mientras que Argentina concentra cerca del 45% de la 

biomasa indirecta regional, derivada de las industrias forestal y alimentaria. Estos recursos, 

compuestos por bagazo, cáscaras, salvados y aserrín son sustratos prometedores para la producción 

de biocombustibles, biopolímeros y compuestos bioactivos.  

De la necesidad de aprovechar estos recursos surge el concepto de biorrefinería que abarca los 

procesos integrados, tanto químicos como bioquímicos, para convertir la BLC (como principal insumo) 

en biocombustibles y energía, como así bioproductos de mayor agregado de valor (Trigo y col., 2012; 

Wang y col., 2023). A su vez, las biorrefinerías pueden utilizar dos tipos de biomasa como materia 

prima, según su disponibilidad. Por ejemplo, el uso directo de la biomasa para producir un producto 

determinado, como el maíz o la caña de azúcar para obtener bioetanol, o la utilización de biomasa 

residual generada como subproducto de la actividad agroindustrial (Sampaolesi y col., 2023). Las 

biorrefinerías están comenzando a desempeñar un rol muy importante en el mundo, ya que 

constituyen una interfase crítica para el desarrollo agroindustrial. Su implementación y desarrollo son 

sumamente atractivos en países como la Argentina, donde la valorización de los residuos de la 

producción agrícola es crucial para el desarrollo de la economía (Trigo y col., 2012). En todas las 

regiones del país existe BLC disponible asociada a los distintos sectores productivos. Las fuentes de 

oferta de biomasa, identificadas, localizadas y cuantificadas en función de su origen se clasifican en 

directas e indirectas. Según la última actualización de la FAO en el año 2020 en Argentina la oferta 

directa comprende cultivos que aportan aproximadamente 8,47 millones de toneladas anuales de 

biomasa, entre los cuales se destacan forestaciones (38%), caña de azúcar (23%), té (12%), vid (7%), 

banana (6%), arroz (5%), frutas de carozo (3%), cítricos (3%) y yerba mate (2%), además de aportes 

menores de arándano, olivo, kiwi y nuez pecán (1% en conjunto). Por su parte, la oferta indirecta se 

estimó en 10,13 millones de toneladas anuales, provenientes de ingenios (55%), industrias forestales 
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(31%), procesadoras de maní (3%) y, en menor proporción, desmotadoras, bodegas, molinos de arroz, 

hornos de carbón, poda urbana, procesadoras de jugo, semilleros, molinos de yerba, procesadoras de 

mandioca, frigoríficos, secaderos de fruta, acopiadores de tabaco y procesadoras de nuez pecán, que 

en conjunto representan el 11% restante (Denaday y col., 2020). Esta caracterización integral de la 

biomasa vegetal disponible constituye un insumo clave para el diseño de estrategias de 

aprovechamiento sostenible y el desarrollo de bioprocesos orientados a la producción de compuestos 

de valor agregado. 

1. Estructura y composición de la pared celular vegetal 

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

Esta pared desempeña diversas funciones esenciales, como otorgar rigidez y soporte estructural, 

contribuir a la morfología celular, participar en procesos metabólicos (formando la interfaz entre 

células adyacentes, participando en la comunicación intercelular) y actuar como barrera protectora, 

entre otras. Las paredes celulares vegetales se dividen en dos grandes categorías: pared celular 

primaria (PCP), las cuales se encuentran rodeando células con capacidad de crecimiento, y la pared 

celular secundaria (PCS), que rodean células especializadas como, por ejemplo, elementos del sistema 

vascular. Las PCS son estructuras engrosadas, cuya composición es diferente en las distintas células 

diferenciadas (Keegstra y col., 2010).  

La PCP está compuesta mayoritariamente por polisacáridos estructurales, celulosa, hemicelulosa y 

pectina, y en menor proporción por enzimas y proteínas estructurales (Rose y Lee, 2010). La celulosa, 

homopolímero de D-glucopiranosas, es el componente más abundante y se encuentra formando 

cadenas que, a su vez, están empaquetadas en microfibrillas. Las microfibrillas de celulosa se 

encuentran estrechamente interconectadas a través de la hemicelulosa, heteropolímero compuesto 

por hexosas y pentosas, y la pectina, conformando una matriz de polisacáridos (Figura I1A) (Loix y col., 

2017). Las pectinas están formadas principalmente por ácido galacturónico y proveen hidratación en 

la pared, indispensable para el crecimiento expansivo (Voragen y col., 2009). 

Determinadas células diferenciadas detienen su crecimiento iniciando la formación de la PCS que se 

deposita entre la PCP y la membrana periplásmica. Durante este proceso, pectinas y glicoproteínas son 

reemplazadas por lignina, compuesto hidrofóbico e inerte que se adhiere a la matriz de polisacáridos 

estructurales aportando rigidez, soporte mecánico e hidrofobicidad. La composición de las PCS entre 

células adyacentes es variable y se encuentran conectadas por una laminilla media (Figura I1B) 

(Johnson y col., 2018).  
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La BLC está compuesta mayormente por PCS. La proporción de celulosa, hemicelulosa y lignina 

depende fuertemente de la especie vegetal y puede variar entre distintos tipos celulares dentro de una 

misma especie (Zhong y Zheng-Hua, 2015). Para una valorización adecuada de los componentes de la 

BLC, es necesario comprender la composición y estructura de sus polímeros estructurales principales.   

Figura I1: Esquema representativo de la estructura y composición de la pared celular vegetal. A) Esquema de 

pared celular primaria (PCP). B) Esquema de pared celular secundaria (PCS). Figura adaptada de Merino y col. 

(2022). 

1. 1. Celulosa 

La celulosa es el material de origen biológico más abundante sobre la tierra y el componente 

mayoritario de las paredes celulares de las plantas terrestres, constituyendo el 40-60% del peso seco 

de la biomasa (Payne y col., 2015; Putro y col., 2016). Es un homopolímero lineal conformado por 7.000 

a 15.000 unidades de glucosa unidas por enlaces β-1,4, en el que cada residuo de glucosa tiene una 

rotación de 180° con respecto al siguiente, lo que resulta en un polímero cuya unidad repetitiva es el 

disacárido celobiosa (Figura I2) (Merino y col., 2022).  

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

unidas inter- e intramolecularmente por puentes de hidrógeno y fuerzas de Van der Waals. Varias 

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

de modo más regular o cristalino, mientras que otras zonas débilmente ensambladas son más laxas o 

amorfas (McNamara y col., 2015). El ángulo y la dirección de estas fibras son variables entre la PCP y la 

PCS, e incluso dentro de las diferentes regiones de la PCP, siguiendo un orden más irregular en las capas 

externas (Rytioja y col., 2014). 
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Figura I2: Celulosa. Conformación de microfibrillas inmersas en la pared celular vegetal y estructura molecular. 

Adaptado de Muddasar y col. (2022).  

Si bien la celulosa se encuentra mayormente en plantas, también es producida por tunicados 

(urocordados) y por bacterias (Lynd y col., 2002; Gupta y col., 2019). Sin embargo, la organización de 

las uniones puente de hidrógeno que se generan entre las cadenas en una microfibrilla varían, 

generando la conformación Iα, predominantemente en bacterias y algas, y la conformación Iβ, 

predominante en plantas superiores (Rongpipi y col., 2019). 

Existen productos comerciales que se preparan a partir de celulosa nativa para fines específicos. Por 

ejemplo, el Avicel es celulosa microcristalina preparada por hidrólisis ácida a partir de pulpa de madera, 

y se utiliza para numerosas aplicaciones. La celulosa microcristalina bacteriana (BCMC), es una forma 

altamente cristalina que se obtiene y purifica a partir de cepas bacterianas productoras de celulosa 

(Acetobacter xylinum) y es muy utilizada en la industria farmacéutica.  La carboximetilcelulosa (CMC) 
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es otro tipo de celulosa microcristalina soluble en agua gracias a la adición de grupos carboximetilo (-

CH2-COOH) a algunos de los grupos hidroxilo de los monómeros de glucopiranosa de la cadena 

principal del polisacárido (Baghel y col., 2021). Posee numerosas aplicaciones en la industria 

alimenticia, ya que incrementa la viscosidad de las emulsiones y mejora la textura en el producto final 

(Krempel y col., 2019). Por otro lado, a partir de Avicel, se puede preparar celulosa amorfa, por 

tratamiento con ácido fosfórico (PASC, por sus siglas en inglés Phosphoric Acid Swollen Cellulose) (Payne 

y col., 2015).  

1. 2. Hemicelulosa 

La hemicelulosa es un conjunto de heteropolisacáridos con longitud de 50 a 200 unidades, altamente 

ramificados y cuyas cadenas principales están formadas por pentosas (xilosa) o hexosas (manosa y 

glucosa) con enlaces β-1,4, en configuración ecuatorial en C1 y C4, por lo que las cadenas principales 

presentan una similitud estructural significativa (Figura I3) (Saini y col., 2015). Este polisacárido 

corresponde al 20-40% del peso seco de la lignocelulosa y su composición es muy variable en las 

distintas especies vegetales (Putro y col., 2016). Por lo general, las hemicelulosas de las PCP 

comprenden xilanos, xiloglucanos, galacto-gluco-mananos y glucanos de enlaces mixtos β(1-3; 1-4). A 

su vez, las hemicelulosas de las PCS son principalmente xilanos, gluco-mananos y galacto-gluco-

mananos (Scheller y Ulvskox, 2010; Joseleau y col., 2016). 

Figura I3: Disacárido repetitivo de hemicelulosa. Las hemicelulosas se caracterizan por una cadena principal 

unida por enlaces β-(1→4) con una configuración ecuatorial en C1 y C4. Blanco: glucosa. Violeta: xilosa. Verde 

claro: manosa. Figura adaptada de Scheller y Ulvskox, 2010.  

La composición y la distribución de la hemicelulosa difieren notablemente en las distintas especies. Por 

ejemplo, en las maderas blandas (gimnospermas), predomina el galacto-gluco-manano (constituido 

por residuos de manosa, glucosa y galactosa en una proporción aproximada de 3:1:1), junto con gluco-

manano (relación manosa: glucosa cercana a 3:1) y además contienen arabino-glucurono-xilanos, que 

representan alrededor del 7-8% del peso seco. En contraste, las maderas duras (angiospermas) se 

caracterizan por la presencia de acetil-glucurono-xilanos, que constituyen entre el 15% y el 30% del 
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peso seco, sustituidos por cantidades variables de galactosa, arabinosa, ramnosa, unidades de ácido 

metil-glucurónico y grupos acetilo (Moreira y Filho, 2008). 

1. 2. a. Xilano 

El tipo de hemicelulosa principal de las paredes celulares de las plantas terrestres es el xilano y 

representa el segundo polisacárido más abundante en la naturaleza después de la celulosa. En los 

tejidos leñosos, el xilano está presente principalmente en la PCS y junto con la lignina, constituye una 

matriz amorfa que rodea a las microfibrillas de celulosa (Abdeshahian y col., 2020), donde interactúa 

mediante enlaces covalentes y no covalentes, siendo estas interacciones importantes tanto para 

proteger las microfibrillas de celulosa contra la biodegradación como para mantener la integridad 

estructural de las paredes celulares (Javier y col., 2007). 

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

por enlaces β-1,4, que dependiendo de la fuente vegetal e incluso del tipo de tejido dentro de la misma 

planta su estructura es variable (Curry y col., 2023). La clasificación de los xilanos se basa en el tipo de 

grupos laterales unidos al esqueleto principal de la xilopiranosa (Xylp).  

El glucurono-xilano (GX), predominante en las PCS de las plantas dicotiledóneas, tiene residuos 

individuales de ácido 4-O-metil-α-D-glucurónico (MeGlcA) y D-glucurónico (GlcA) unidos al esqueleto 

de β-1,4-Xylp por enlaces alfa en la posición 2 (α-1,2), y puede estar fuertemente acetilado (Figura I4). 

Los grupos acetilo están unidos en O-3 (α-1,3) a los residuos de xilosa y, en menor medida, en O-2 (α-

1,2) (Scheller y Ulvskov, 2010; Curry y col., 2023).  

En cambio, en el arabino-xilano (AX), abundante en gimnospermas (Scheller y Ulvskov, 2010), la cadena 

principal lineal está sustituida principalmente por residuos de α-L-arabinofuranosa (α-L-Araf) en las 

posiciones O-2 y/o O-3 (α-1,2 y/o α-1,3) de las unidades Xylp (Figura I4). El AX del endospermo de los 

cereales contiene muy poco ácido glucurónico, pero los heteroxilanos presentes en las partes 

vegetativas de las gramíneas suelen denominarse AX, aunque tienden a contener más ácido 

glucurónico y residuos de 4-O-metil glucuronosilo, lo que hace que glucurono-arabino-xilano (GAX) sea 

un nombre más apropiado. Además, el arabino-glucurono-xilano (AGX) está sustituido principalmente 

por residuos de MeGlcA individuales en las posiciones O-2 (α-1,2) y, en menor medida, por residuos de 

α-L-Araf en O-3 (α-1,3) (Figura I4) (Baker y col., 2021; Curry y col., 2023).  
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Figura I4: Esquemas representativos de diferentes tipos de xilanos presentes en la pared celular vegetal. NR: 

extremo no reductor. R: extremo reductor. Convención de representación de monosacáridos adaptada de Symbol 

Nomenclature for Glycans (SNFG). 

1. 2. b. Xiloglucano 

El xiloglucano (XyG) es la hemicelulosa más abundante de la PCP, es decir, las paredes de las células en 

elongación. Además, puede presentarse como polisacárido de almacenamiento en las semillas.  En las 

PCP el XyG interactúa con las microfibrillas de celulosa formando una red XyG-celulosa fuerte pero 

extensible, actuando como una molécula espaciadora impidiendo la agregación de las microfibrillas de 

celulosa o como molécula mediadora permitiendo las interacciones entre las microfibrillas de celulosa 

y otros polímeros presentes en la matriz de la pared celular (Schultink y col., 2014).  

El XyG es un polisacárido ramificado formado por una cadena principal lineal de unidades monoméricas 

de D-glucosa unidas mediante enlaces glucosídicos β-1,4, decorada por xilosa y/o xilosa-galactosa a 

través de enlaces α-1,6. Normalmente, la longitud de esta cadena principal oscila entre 300 y 3000 

unidades y consiste en unidades repetitivas de heptasacáridos, formados por 4 unidades de β-D-1,4-

glucosa, seguidas de tres residuos de β-D-1,4-glucosa sustituidos en α-1,6 con D-xilosa. 

Aproximadamente la mitad de estas sustituciones están a su vez sustituidas con β-D-galactosa en β-1,2 

y en ocasiones se encuentran también sustituidas en α-1,2 por fucosa (Figura I5) (Esquena-Moret, 

2022; Hrmova y col., 2022). La composición de las cadenas laterales y el orden de alternancia son 

específicos de cada especie y pueden cambiar durante el crecimiento celular, lo que resulta en una 

variedad de tipos estructurales de XyG (Zavyalov y col., 2019; Esquena-Moret, 2022).  
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Figura I5: Esquema representativo del xiloglucano presente en la pared celular vegetal. NR: extremo no 

reductor. R: extremo reductor. Convención de representación de monosacáridos adaptada de Symbol 

Nomenclature for Glycans (SNFG). 

 1. 2. c. Mananos y gluco-manananos 

Los mananos (MN) son los principales componentes de la fracción de hemicelulosa en las maderas 

blandas y muestran una amplia distribución en los tejidos vegetales. Según su composición, los MN se 

pueden clasificar en cuatro categorías de polisacáridos: homomanano o manano lineal (MN), gluco-

manano (Glc-MN), galacto-manano (Gal-MN) y galacto-gluco-manano (Gal-Glc-MN). Cada uno de estos 

polisacáridos presenta una cadena principal con enlaces β-1,4 que contiene manosa o una combinación 

de residuos de glucosa y manosa. Además, la cadena principal de manano puede presentar cadenas 

laterales con residuos de galactosa en enlaces α-1,6 (Figura I6) (Moreira y Filho, 2008; Voiniciuc, 2022). 

Los Gal-MN se encuentran principalmente en las semillas de leguminosas y se localizan en la parte 

endospérmica de las semillas, mientras que los Glc-MN son polisacáridos presentes en grandes 

cantidades en la fracción de hemicelulosa de maderas blandas y los Gal-Glc-MN se encuentran en la 

hemicelulosa de la madera de gimnospermas (Moreira y Filho, 2008).  
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Figura I6: Esquemas representativos de los distintos tipos de mananos y gluco-mananos presentes en la pared 

celular vegetal. NR: extremo no reductor. R: extremo reductor. Convención de representación monosacáridos 

adaptada de Symbol Nomenclature for Glycans (SNFG). 

1. 2. d. β-glucanos mixtos  

Los β-glucanos (βG) son polisacáridos no amiláceos presentes de forma natural en las paredes celulares 

de diversos organismos, incluyendo plantas (cereales), bacterias, levaduras y hongos (Jan y col., 2021; 

Lante y col., 2023). En plantas el βG de las PCP juega un papel en la expansión celular y la cantidad 

depende en gran medida de la etapa de crecimiento. Este tipo de polisacárido no se ha encontrado en 

plantas dicotiledóneas, pero si se encuentra presente en todas las gramíneas (plantas 

monocotiledóneas) (Scheller y Ulvskov, 2010).  

Los βG se componen principalmente de una cadena lineal formada por unidades de D-glucosa unidas 

por enlaces α-1,3. En los cereales los βG están formados por segmentos largos de unidades de glucosas 

consecutivas unidas por enlaces β-1,4 separadas por un único enlace glucosídico β-1,3 (Figura I7A). En 

el caso de las levaduras y los hongos la cadena principal del βG contiene ramificaciones laterales en β-

1,6 (Figura I7B) (Caseiro y col., 2022; Lante y col., 2023). Además, el contenido total de βG en 

microorganismos (levaduras, bacterias y algas) es menor en comparación con los niveles encontrados 

en los cereales (Choi y Kim, 2023).  
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Figura I7: Esquemas representativos de β-glucanos de enlaces mixtos presentes en la pared celular vegetal. A) 

Estructura de β-glucano típico de cereales, enlaces mixtos β-1,3 y β-1,4.  B) Estructura de β-glucano típico de 

hongos, enlaces mixtos β-1,3 y β-1,6.  NR: extremo no reductor. R: extremo reductor. Convención de 

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

1. 3. Lignina 

La lignina es una de las mayores barreras para la degradación química y biológica de la biomasa vegetal. 

Se la encuentra principalmente en la lámina media y en la PCS (Martínez y col., 2005; Den y col., 2018). 

A diferencia de la celulosa y las hemicelulosas, no es un polisacárido, sino que es un polímero aromático 

heterogéneo, amorfo y reticulado que está unido de manera covalente a grupos laterales de diferentes 

hemicelulosas, formando una matriz compleja que rodea a las microfibrillas de celulosa. 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 factores bióticos y abióticos (Saini y col., 2015). 

La lignina constituye entre el 16-25% y el 23-35% del peso seco de las maderas duras y blandas, 

respectivamente. También se encuentra en gramíneas en menor proporción (Brebu y Vasile, 2010; Den 

y col, 2018). Su estructura se basa en la polimerización de tres alcoholes fenilpropílicos aromáticos: 

cumarílico, coniferílico y sinapílico (Figura I8) (Taiz y col., 2014; Putro y col., 2016).  

Los cereales contienen los tres monómeros estructurales, mientras que las maderas blandas contienen 

principalmente coniferil alcohol y las duras tanto coniferil como sinapil alcohol (Upton y Kasko, 2016). 
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Figura I8: Representación esquemática de la estructura macromolecular de la lignina y sus principales 

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

2. Metodologías de pre-tratamiento e hidrólisis de biomasa lignocelulósica  

A partir de los componentes de la BLC, se puede producir una gran diversidad de compuestos. Estos 

compuestos se pueden obtener a partir de los polisacáridos estructurales o de almacenamiento, como 

el almidón, de la biomasa vegetal, así como de la lignina (Figura I9). La conversión de los polisacáridos 

que conforman las paredes celulares vegetales, celulosa y hemicelulosa, en oligosacáridos cortos y 

azúcares monoméricos fermentables (glucosa y xilosa), es particularmente desafiante debido a la 

naturaleza recalcitrante de la BLC. Por ello, para la mayor parte de los procesos de biorrefinería, 

generalmente es necesario en primera instancia una adecuación física (molienda y tamizaje) y luego 

un pre-tratamiento para delignificar y abrir la fibra haciendo más disponible el acceso a los 

polisacáridos (Mankar y col., 2021). Los objetivos del pre-tratamiento incluyen (1) la producción de 

sólidos altamente digeribles que mejoren los rendimientos de sacarificación, (2) evitar la degradación 

de los azúcares simples (pentosas y hexosas) incluidos los derivados de la hemicelulosa, (3) minimizar 

la formación de inhibidores para las etapas de fermentación posteriores, (4) maximizar la recuperación 

de lignina para su conversión a coproductos valiosos y (5) mantener la rentabilidad operando en 

reactores de tamaño moderado y minimizando los requisitos de calor y energía (Brodeur y col., 2011). 
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Los métodos de pre-tratamiento se desarrollaron para la industria de los biocombustibles. Se clasifican 

en físicos, químicos, fisicoquímicos y biológicos, o una combinación de ellos. Los métodos físicos se 

emplean generalmente para reducir el tamaño de la partícula de la biomasa, empleando herramientas 

y técnicas mecánicas como molinos, trituradoras o tornillos. Uno de los pre-tratamientos físicos es la 

molienda con molinillo de borlas, entre sus principales ventajas están (1) la reducción de la cristalinidad 

de la celulosa, (2) el mejoramiento de la superficie disponible para la posterior hidrólisis enzimática, 

(3) la reducción del grado de polimerización de la celulosa y (4) el mejoramiento de la transferencia de 

masa debido a la reducción del tamaño de las partículas (Zakaria y col., 2014; Mankar y col., 2021). Las 

principales desventajas de las técnicas de molienda es el elevado consumo energético y la no 

eliminación de la lignina durante el proceso (Mankar y col., 2021). Otro pre-tratamiento de elección 

para biomasas no leñosas es la extrusión en el cual se emplean tornillos extruseores simples o múltiples 

dentro de un cilindro. Estos tornillos giran generando altas fuerzas de cizallamiento entre el tornillo, la 

biomasa y el cilindro generando alta presión y temperatura (Duque y col., 2017). La elevada presión y 

temperatura durante el proceso es lo que modifica la estructura física y química de la biomasa 

aumentando la superficie y, por lo tanto, mejorando la accesibilidad de las enzimas para facilitar la 

hidrólisis posterior (Kumar y col., 2020). La extrusión puede combinarse con otros métodos para 

aumentar la eficiencia (Zheng y col., 2014).  

Los pre-tratamientos químicos consisten en tratar la BLC con soluciones alcalinas o ácidas a una 

temperatura específica durante un tiempo determinado. El pre-tratamiento alcalino consiste en el uso 

de bases, como hidróxido de sodio, potasio, calcio y amonio. El uso de un álcali provoca la degradación 

de las cadenas laterales éster y glicosídicas alterando la estructura de la lignina aumentando la 

accesibilidad e las enzimas a la celulosa y la hemicelulosa (Brodeur y col., 2011; Mankar y col., 2021). 

Antes de la hidrólisis enzimática, se requiere una etapa de neutralización para eliminar la lignina y los 

inhibidores (sales, ácidos fenólicos, furfural y aldehídos) (Kumar y col., 2020). 

Por otro lado, el pre-tratemiento biológico es un proceso comparativamente más lento y difícil de 

controlar que implica el uso de microorganismos como bacterias y hongos para degradar parte de la 

lignocelulosa. Actualmente, los esfuerzos en pretratamientos biológicos se centran en combinar esta 

tecnología con otros pretratamientos y en desarrollar nuevos microorganismos para una hidrólisis 

rápida (Brodeur y col., 2011; Sharma y col., 2019). 

La hidrólisis de los polisacáridos de la BLC pre-tratada se puede llevar a cabo mediante el uso de 

métodos fisicoquímicos exhaustivos (altas temperaturas, combinadas con pH extremos) o tratamientos 

enzimáticos. Esta etapa también constituye un cuello de botella debido a la complejidad estructural de 

las fibras vegetales y la elevada variabilidad de su composición, determinada por factores como la 
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especie vegetal, el órgano, la edad y el estadio de crecimiento de la planta (Bajpai, 2014), lo que hace 

necesario optimizar las condiciones del proceso de hidrólisis para cada tipo específico de biomasa. En 

este sentido, la hidrólisis enzimática presenta diversas ventajas sobre la fisicoquímica, ya que puede 

ser específica para los distintos polisacáridos y los enlaces que estos presentan, optimizando la 

obtención de los distintos bioproductos y utilizando, además, condiciones más amigables con el medio 

ambiente.  

Finalmente, la eficiencia en la recuperación de los productos obtenidos depende en gran medida del 

rendimiento de conversión alcanzado en las etapas iniciales, determinando en última instancia el costo-

efectividad del proceso.  En este contexto, resulta esencial el desarrollo de estrategias que superen las 

barreras técnicas y económicas asociadas a la valorización de la BLC, priorizando la reducción de pasos 

de procesamiento, el aumento de los rendimientos de deconstrucción de los polisacáridos, la 

disminución del consumo energético y la reducción de costos, con el fin de promover procesos más 

sustentables (Sadula y col., 2017).  

 

Figura I9: Procesamiento de la biomasa lignocelulósica en el marco de bio-refinerias. Principales etapas 

comprendidas en el proceso de obtención de bioproductos y bioetanol a partir de biomasa lignocelulósica (BLC) 

(esquema adaptado de Soni y col., 2018). 

Dentro de estas estrategias, la hidrólisis enzimática se presenta como una alternativa promisoria y 

ampliamente estudiada en la actualidad. En este contexto, el aprovechamiento integral de la BLC 

mediante procesos biotecnológicos requiere del desarrollo de formulaciones enzimáticas adaptadas a 
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las materias primas locales, lo cual resulta clave para consolidar una bioeconomía circular y sostenible 

en la región. 

3. Enzimas lignocelulolíticas 

Los estudios sobre enzimas lignocelulolíticas resultan fundamentales, ya que constituyen herramientas 

clave para llevar a cabo una hidrólisis sostenible que genere productos bien definidos y de valor 

agregado a partir de BLC. Entre los organismos biológicos productores de enzimas lignocelulolíticas con 

mayor potencial se encuentran bacterias y hongos, reconocidos por su capacidad para descomponer 

polímeros. Dentro del repertorio enzimático, las lacasas y peroxidasas destacan por su acción sobre la 

lignina, mientras que las celulasas y hemicelulasas, dirigidas a los polisacáridos, han sido las más 

investigadas. En particular, las enzimas de origen fúngico han recibido mayor atención, aunque las 

bacterianas están siendo exploradas con creciente interés en los últimos años debido a su versatilidad 

(Chukwuma y col., 2021). 

La clasificación de las enzimas que actúan sobre hidratos de carbono se vio fuertemente facilitada 

desde su unificación en la base de datos CAZy (por sus siglas en inglés Carbohydrate Active Enzymes), 

que las agrupa en familias según su secuencia aminoacídica y estructura tridimensional, por lo cual se 

las conoce genéricamente como CAZimas.  

Las CAZimas son clasificadas en glicosil hidrolasas (GHs), glicosil transferasas (GTs), polisacárido liasas 

(PLs), carbohidrato esterasas (CEs) y enzimas con actividades auxiliares (AAs), según su actividad 

(Lombard y col., 2014). Todos los miembros de una familia comparten la misma base de plegamiento y 

utilizan el mismo mecanismo catalítico, pero, sin embargo, su especificidad de sustrato o actividad 

enzimática puede diferir ya que muchas familias son "poliespecíficas", es decir, abarcan miembros con 

perfiles de actividad distintos. Por lo tanto, se ha demostrado que la división adicional en subfamilias 

es beneficiosa para clarificar funciones (Wilson y col., 2009; Grondin y col., 2017). 

Estas enzimas pueden encontrarse como proteínas unimodulares, compuestas por un único dominio 

catalítico (CD, por catalytic domain), o como proteínas multimodulares, en las cuales el CD se encuentra 

unido a uno o más dominios de unión a carbohidratos (CBMs por Carbohydrate Binding Module) y/o a 

otro CD, o módulos de función desconocida (DUFs por Domain of Unknown Function). Los distintos 

dominios suelen encontrarse unidos por una secuencia conectora (linker) que no posee una estructura 

definida (Shoseyov y col., 2006). También hay proteínas que están formadas sólo por CBMs, en las 

cuales no se ha encontrado un módulo catalítico asociado. 
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La funcionalidad principal de los CBMs es facilitar la unión de las proteínas a los carbohidratos, 

promoviendo una interacción prolongada entre el CD de la enzima y sustratos recalcitrantes. Se ha 

descripto también que los CBMs pueden actuar desarmando la estructura del sustrato (Shoseyov y col., 

2006). La presencia de un CBM en una proteína también puede influir en su estabilidad térmica, con 

efectos tanto positivos como negativos (Meng y col., 2015; Teo y col., 2019). Asimismo, aunque se ha 

demostrado que la incorporación de un CBM puede incrementar la eficiencia catalítica (Shoseyov y col., 

2006; Cuskin y col., 2012), existen evidencias de que, en determinadas condiciones, puede reducirla 

debido al “anclaje” o retención de la proteína en sitios subóptimos de la superficie del sustrato 

(Nakamura y col., 2013).  

La base de datos CAZy se actualiza constantemente y en la actualidad agrupa a 194 familias de GHs, 

139 familias de GTs, 44 familias de PLs, 21 familias CEs, 18 familias AAs y 107 familias de CBMs no 

catalíticos asociados (último acceso 15 de diciembre del 2025). Sin embargo, los números de enzimas 

caracterizadas bioquímicamente y de actividad confirmada son mucho menores, con familias en las 

cuales incluso hay una sola enzima caracterizada.  

Las enzimas caracterizadas a nivel bioquímico y funcional se clasifican a su vez de acuerdo con su 

mecanismo de reacción y la especificidad de sustrato en un sistema de nomenclatura universal 

asignado por la Comisión de Enzimas de la Unión Internacional de Bioquímica y Biología Molecular 

(IUBMB, https://iubmb.qmul.ac.uk/enzyme/) (Wilkens y col., 2017), que se define como número EC 

(Enzyme Commission). Dado que esta nomenclatura se basa en las reacciones químicas que catalizan, 

dos enzimas distintas con la misma actividad reciben el mismo número EC. Asimismo, una misma 

enzima puede poseer múltiples números EC, si se ha demostrado que presenta diversas actividades 

bioquímicas (Webb, 1992).  

El número EC consta de las letras “EC” seguidas de cuatro dígitos separados por puntos, por ejemplo, 

EC 1.1.1.1. El primer, segundo y tercer dígito se denominan clase, subclase y sub-subclase, 

respectivamente. El sistema de numeración cuenta con seis clases: oxidorreductasa (EC 1), transferasa 

(EC 2), hidrolasa (EC 3), liasa (EC 4), isomerasa (EC 5) y ligasa (EC 6). La subclase y la sub-subclase 

especifican el tipo de reacción enzimática y sus requerimientos de sustrato, respectivamente (Matsuta 

y col., 2013). En las hidrolasas, el segundo número indica la naturaleza del enlace hidrolizado, y el 

tercero normalmente especifica la naturaleza del sustrato. En particular, las GHs, que catalizan la 

hidrólisis de enlaces glicosídicos tanto entre dos o más carbohidratos como entre un carbohidrato y 

una molécula no carbohidratada, se clasifican en aquellas que hidrolizan compuestos O- y S-glicosilados 

(EC 3.2.1.-) y las N-glicosidasas (EC 3.2.2.-). El último número brinda información sobre la especificidad 

https://iubmb.qmul.ac.uk/enzyme/
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de sustrato (McDonald y col., 2015; Li y col., 2021). Por ejemplo, las GHs que actúan hidrolizando el 

xilano se las conoce como endo-xilanasas EC 3.2.1.8 (Nargotra y col., 2022). 

Las GHs catalizan la ruptura de enlaces glicosídicos mediante mecanismos que conllevan la retención o 

la inversión de la configuración del carbono anomérico. Ambos procesos requieren la participación de 

dos aminoácidos en el sitio catalítico: un residuo ácido, que actúa como donante de protones, y un 

residuo básico o nucleofílico, comúnmente un glutamato y un aspartato, respectivamente (Gutiérrez-

Rojas y col., 2015). En el mecanismo de inversión, el residuo ácido protona el oxígeno glicosídico, 

mientras que una molécula de agua activada por el residuo básico ataca nucleofílicamente al carbono 

anomérico. En contraste, el mecanismo de retención ocurre en dos etapas: primero, el residuo ácido 

protona el oxígeno glicosídico mientras el residuo nucleofílico ataca al carbono anomérico, formando 

un intermediario covalente. Luego, el mismo residuo ácido actúa como base y activa una molécula de 

agua que hidroliza dicho intermediario (Lagaert y col., 2014). En algunos casos, también se ha 

identificado un tercer residuo catalítico, generalmente un aspartato, cuya función es estabilizar la 

conformación y el estado de protonación adecuado del residuo ácido implicado en la catálisis.  

Es importante destacar también la convención de la denominación del sitio de corte en el carbohidrato 

y los subsitios en el sitio activo de las enzimas.  En el sitio activo de las GHs cada unidad de azúcar se 

une a un subdominio. Según la nomenclatura los subdominios a cada lado del punto de escisión se 

denominan -1 y +1, hacia el extremo no reductor y reductor del carbohidrato respectivamente, y el 

número aumenta en una unidad por cada subdominio que se aleja del sitio de corte. Se denominadas 

con el signo positivo (+) seguido de números (+1, +2, +3), los residuos o subdominios hacia el extremo 

reductor del sustrato o aglicona, y con el símbolo negativo (-) seguido de números (-1, -2, -3) si se 

encuentran hacia el extremo no reductor o glicona (Aronsson y col., 2018).   

3. 1. Glicosil hidrolasas activas sobre celulosa 

Las celulasas son un grupo de enzimas que hidrolizan los enlaces glucosídicos β-1,4 en la celulosa para 

producir glucosa, celobiosa y celo-oligosacáridos (COS) como productos principales. Las celulasas se 

clasifican según su mecanismo de acción catalítica e incluyen endo-glucanasas, exo-glucanasas o 

celobiohidrolasas (CBH) y β-glucosidasas (Houfani y col., 2020). Estas enzimas trabajan en conjunto de 

forma simultánea y sinérgica para hidrolizar la celulosa en dos etapas. En un primer paso la celulosa es 

degradada por endo- y exo-glucanasas, liberando principalmente COS y celobiosa. Eso es seguido por 

una segunda etapa donde las β-glucosidasas escinden glucosa a partir de los productos obtenidos en 

la primera etapa (Nargotra y col., 2022). Además, existen enzimas con actividades “auxiliares”, como 

las monooxigenasas líticas de polisacáridos (LPMOs) (Figura I10). 
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Por un lado, las endo-glucanasas (EC 3.2.1.4), también conocidas como endo-1,4-β-D-glucano glucano-

hidrolasas, inician la degradación enzimática de la celulosa para reducir su grado de polimerización. 

Actúan aleatoriamente sobre los enlaces glucosídicos β-1,4 en las áreas amorfas internas de las 

cadenas de celulosa para producir COS (Nargotra y col., 2022). Con la inversión y la retención del modo 

de acción catalítico en función de la distancia entre dos grupos carboxílicos, las endo-glucanasas se 

distribuyen entre 13 familias de GHs, incluyendo GH5, GH9, GH12, GH16, GH17, GH26, GH44, GH45, 

GH48, GH51, GH74, GH124 y GH148 (Gavande y Goyal, 2023). 

Por otro lado, las exo-glucanasas o celobiohidrolasas (CBH) incluyen CBHI, EC 3.2.1.176, clasificadas 

únicamente en las familias GH7 y GH48, y CBHII, EC 3.2.1.91, pertenecientes a las familias GH6 y GH5, 

que actúan en los extremos reductor y no reductor de la cadena de celulosa, respectivamente, para 

producir principalmente celobiosa. Estas enzimas actúan sobre los extremos nuevos producidos por las 

endo-glucanasas y, a diferencia de estas últimas, las CBH también pueden actuar sobre regiones 

cristalinas de la celulosa (Jayasekara y Ratnayake, 2019; Nargotra y col., 2022). 

Por último, las β-D-glucosidasa (BGL) (EC. 3.2.1.21) llevan a cabo la reacción final de la hidrólisis de la 

celulosa. Se encargan de hidrolizar la celobiosa y los COS liberados por la acción de las endo- y exo-

glucanasas liberando monómeros de glucosa. Las BGL se han agrupado en las familias GH1, GH3, GH5, 

GH9 y GH30 (Yao y col., 2016; Nargotra y col., 2022). 

 

 

 

Figura I10: Enzimas con actividad sobre celulosa. NR: extremo no reductor. R: extremo reductor. Figura adaptada 

de Andlar y col. (2018). 
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3. 2. Glicosil hidrolasas activas sobre hemicelulosa 

La hidrólisis de la hemicelulosa demanda la acción conjunta de diversos tipos de enzimas que actúan a 

distintos niveles de la matriz del polisacárido. Esta actividad sinérgica es necesaria no solo debido a la 

naturaleza heteropolimérica compleja de la hemicelulosa, sino también por su conexión con otros 

componentes de la pared celular vegetal (Andlar y col., 2018). Se suelen distinguir entre aquellas 

enzimas que actúan sobre la cadena principal y las que actúan removiendo las sustituciones y 

ramificaciones. 

En el caso del xilano (Figura I11), las enzimas que actúan sobre la cadena principal son las β-1,4-endo-

xilanasas (EC 3.2.1.8) rompiendo los enlaces glucosídicos β-1,4 entre las moléculas de xilosa generando 

xilobiosa, xilo-oligosacáridos (XOS) y, en algunos casos, xilosa (Nargotra y col., 2022). A su vez, las β-

1,3-endo-xilanasa (EC 3.2.1.32) hidrolizan los xilanos que poseen enlaces β-1,3 y β-1,4, abundantes en 

algas pardas (Nargotra y col., 2022). Si bien actúan al azar sobre los enlaces internos del xilano, distintas 

xilanasas difieren en su especificidad hacia el polímero, ya que algunas actúan sobre la cadena en 

regiones sin sustituciones, mientras que otras pueden hacerlo en presencia de cadenas laterales 

próximas a los sitios de corte (Javier y col., 2007).  

En la actualidad las xilanasas se encuentran clasificadas en varias familias de GHs, difiriendo tanto en 

su modo de acción como en su preferencia por ciertos tipos de xilanos según la naturaleza de las 

decoraciones laterales. La mayoría de las endo-xilanasas pertenecen a las familias GH10, GH11 y GH30, 

aunque también se han descripto en las familias GH5 (subfamilias 2, 4, 11, 20-22, 24, 25, 30, 32, 33, 

35, 38,42,49-51, 54, 56), GH8, GH43 (subfamilias 7, 13, 15-17, 25, 28, 35, 36, 38-40), GH51 (subfamilias 

3-14), GH98 y GH141 (Andlar y col., 2018; Houfani y col., 2020; Puchart y col., 2021; Mendonça y col., 

2023).  

Las familias GH10 y GH11 son las más estudiadas, con 424 y 312 enzimas caracterizadas hasta la fecha 

respectivamente, según la base de datos CAZy (último acceso 15 de diciembre del 2025). Las xilanasas 

de estas familias, en general, degradan todos los tipos de xilanos, si bien tienen diferente tolerancia a 

las sustituciones en regiones cercanas al sitio de corte (Labourel y col., 2016). La familia GH10 está 

compuesta mayoritariamente por β-1,4-endo-xilanasas, algunas de ellas con actividad sobre xilanos 

con enlaces β-1,3, o mixtos (β-1,3/ β-1,4) (Teune y col., 2025), o incluso sobre otros polisacáridos, como 

celulosa. Además, estas enzimas presentan actividad sobre XOS cortos (Pollet y col., 2010). Por el 

contrario, la familia GH11 está compuesta únicamente por β-1,4-endo-xilanasas y presentan menor 

versatilidad catalítica que la familia GH10 (Chakdar y col., 2016). A diferencia de la familia GH10, que 

son capaces de escindir la cadena principal del xilano si existen dos residuos de xilosa consecutivos sin 
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decorar, las endo-xilanasas de la familia GH11 requieren al menos tres xilosas consecutivas libres para 

actuar sobre el polisacárido (Briganti y col., 2021). En este sentido, las endo-xilanasas GH10 tendrán 

potencialmente mayor número de sitios de escisión disponibles y, por lo tanto, deberían ser capaces 

de generar productos de hidrólisis más cortos.  

Las xilanasas de la familia GH30, descriptas más recientemente, han despertado un notable interés. En 

un inicio se las identificó principalmente como glucurono-xilanasas específicas (EC 3.2.1.136), es decir, 

que requieren la sustitución de (Me)GlcA en la posición -2 para cortar la cadena de xilano. Por lo tanto, 

las xilanasas de esta familia producen XOS más largos que las GH10 o GH11, y los productos de hidrólisis 

tienen sustituciones de (Me)GlcA, por lo cual son considerados XOS ácidos o glucurono-xilo-

oligosacáridos (UXOS) (Bhardwaj y col., 2019). Más recientemente se definieron subfamilias dentro de 

la familia GH30, lo cual está relacionado también a una mayor diversidad de actividades, incluyendo 

enzimas que pueden liberar xilosa del extremo reductor y otras que liberan xilobiosa del extremo no 

reductor (Puchart y col., 2021).  

Las exo-xilanasas son enzimas que aún no han recibido mucha atención, también actúan sobre la 

cadena principal de xilano, pero desde el extremo reductor (modo exo) produciendo XOS cortos (EC no 

asignado) o hidrolizando XOS con un grado de polimerización ≥ 2-3 para liberar xilosa (EC 3.2.1.156). 

Según la base de datos CAZy, las enzimas descriptas con esta actividad hasta el momento pertenecen 

a la familia GH8 (Juturu y Wu, 2014; Mendonça y col., 2023). Además, se han descubierto 

recientemente xilobio-hidrolasas de la familia GH11 exo-activas que actúan desde el extremo no 

reductor de la cadena principal del xilano liberando xilobiosa como principal producto de hidrólisis 

(Mello y col., 2017; Kadowaki y col., 2021). 

Por otro lado, β-D-xilosidasas (EC 3.2.1.37) actúan sobre la unión β-1,4 de la xilobiosa y los XOS 

producidos por la hidrólisis del xilano por las endo-xilanasas, generalmente desde el extremo no 

reductor, liberando xilosa completando así la degradación (Figura I11) (Couturier y Berrin, 2013). Son 

mayormente activas sobre xilobiosa, mientras que la actividad sobre los XOS está inversamente 

relacionada con el grado de polimerización (Nargotra y col., 2022). Esta actividad enzimática ha sido 

detectada en numerosas familias de GHs, incluyendo GH1, GH3, GH5, GH30, GH39, GH43, GH51, GH52, 

GH54, GH116 y GH120, siendo las GH43 las más estudiadas (Houfani y col., 2020; Li y col., 2023).  

Las β-xilosidasas pueden ser extra o intracelulares dependiendo del microorganismo productor. Por 

ejemplo, casi todas las bacterias y levaduras producen β-xilosidasas intracelulares que se encuentran 

de forma soluble en el citosol. En estos microorganismos, los XOS deben ingresar a la célula antes de 
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ser hidrolizados a monosacáridos. Por el contrario, las enzimas fúngicas de este tipo permanecen 

asociadas al micelio en un inicio y luego son liberadas al medio extracelular (Knob y col., 2010).  

Además, existen múltiples enzimas accesorias con actividades que actúan sobre las cadenas laterales, 

responsables de la remoción de sustituciones, lo cual es clave para la degradación completa, 

permitiendo un mejor acceso de las endo-xilanasas y β-xilosidasas al sustrato (Bajpai, 2014; Østby y 

col., 2020; Malgas y col., 2021). Dentro de las enzimas que actúan sobre las sustituciones, pueden 

encontrarse enzimas con actividad α-L-arabinofuranosidasa (EC. 3.2.1.55) y α-D-glucuronidasas (EC 

3.2.1.131/EC 3.2.1.139), que remueven sustituciones de arabinosa y ácido glucurónico, 

respectivamente (Figura I11).  

Las enzimas con actividad α-L-arabinofuranosidasa (Abfs) catalizan la ruptura del enlace glucosídico 

entre las sustituciones de arabinosa y los residuos de xilosa de la cadena principal. Estos enlaces 

pueden ser de tipo α-1,2 o α-1,3 y pueden ocurrir como sustituciones simples o dobles, es decir, con 

uno o dos residuos de arabinosa unidos a una misma molécula de xilosa, respectivamente. De acuerdo 

a la especificidad del sustrato, las Abfs han sido clasificadas en tres tipos: las Abfs de tipo A (AbfA) son 

solo activas en sustratos pequeños, por ejemplo, p-nitrofenil-α-L-arabinofuranosa (pNP-A) y arabino-

xilo-oligosacáridos (AXOS), mientras que las Abfs de tipo B (AbfB) tienen actividades equivalentes tanto 

en sustratos pequeños como en sustratos poliméricos (por ejemplo, AX o arabinano sustituido), 

finalmente las Abfs de tipo C (AbfC) son específicas para AX y se conocen como AX-α-L-

arabinofuranohidrolasas (AXHs) (Wilkens y col., 2017; Poria y col., 2020). En la base de datos CAZy, las 

Abfs se distribuyen en actualmente en siete familias de GHs, incluyendo GH2, GH3, GH43, GH51, GH54, 

GH62 y la recientemente incluida y menos estudiada, GH159 (Long y col., 2024).  

Por su parte, las enzimas α-D-glucuronidasa catalizan la escisión del ácido 4-O-metil-D-glucurónico 

(MeGlcA) de las cadenas laterales del GX y/o de UXOS y se encuentran clasificadas dentro de las familias 

GH4, GH67 y GH115. Las enzimas pertenecientes a las familias GH4 y GH67 escinden principalmente 

los enlaces glucosídicos en los extremos no reductores de los UXOS (EC 3.2.1.139), mientras que las 

enzimas GH115 eliminan residuos de ácido glucurónico tanto de las regiones terminales como internas 

de UXOS y GX (EC 3.2.1.131) (Houfani y col., 2020; Ward, 2021).  En ambos casos, la catálisis se lleva a 

cabo mediante un mecanismo de inversión de la configuración del carbono anomérico. Las enzimas 

que actúan preferentemente sobre los UXOS generalmente son intracelulares o están asociadas a la 

membrana celular, mientras que aquellas con actividad sobre el polímero GX son enzimas 

extracelulares (Nurizzo y col., 2002).  
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Figura I11: Esquema representativo de la degradación enzimática de arabino-xilano (izquierda) y glucurono-

xilano (derecha). NR: extremo no reductor. R: extremo reducto. 

3. 3. Monooxigenasas Líticas de Polisacáridos  

Las monooxigenasas líticas de polisacáridos (LPMOs) son oxido-reductasas que contienen un átomo de 

cobre en su sitio activo y actúan de manera sinérgica con diversas GHs. A diferencia de las hidrolasas 

clásicas, las LPMOs actúan directamente sobre superficies cristalinas, facilitando la accesibilidad de los 

polisacáridos a otras enzimas degradativas. En la actualidad se clasifican como una familia de enzimas 

de actividad auxiliar (AA), que incluye enzimas fúngicas (AA9, AA11, AA13, AA14, AA16, AA17), enzimas 

bacterianas (AA10) y enzimas de artrópodos y oomicetos (AA15) (Sabbadin y col., 2018; Nargotra y col., 

2022). En particular, las LPMOs de la familia AA9, predominantes en hongos, actúan principalmente 

sobre celulosa y otros β-glucanos. La familia AA10, presente en bacterias, muestran actividad sobre 

quitina (EC 1.14.99.53) y celulosa (EC 1.14.99.54 / EC 1.14.99.56), mientras que las AA11 se asocian a 

la degradación de quitina y las AA13 se dirigen a almidones (EC 1.14.99.55). Por su parte, las AA14 

actúan sobre ensamblajes copoliméricos de celulosa y xilano y las más recientes AA15, halladas en 
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artrópodos y algas, se vinculan a funciones biológicas adicionales como la digestión o el desarrollo 

(Forsberg y col., 2019).  

4. Microorganismos degradadores de la biomasa vegetal 

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

los microorganismos capaces de adquirir nutrientes a partir de los polímeros que componen la pared 

celular vegetal han desarrollado mecanismos muy eficientes para hidrolizar esta estructura compleja y 

recalcitrante. La saprotrofia, es decir la dependencia de alimentarse de materia orgánica muerta o en 

decaimiento, es una de las formas de vida más comunes en microorganismos e involucra la capacidad 

de producir y secretar enzimas lignocelulolíticas, como celulasas y hemicelulasas. Existe una gran 

variedad de estas enzimas que presentan distintas actividades sobre la pared celular vegetal y que se 

complementan para liberar los oligosacáridos y monómeros de azúcares de los polímeros estructurales. 

Estos productos pueden ser luego internalizados y utilizados en las vías metabólicas de los 

microorganismos. Por esto se consideran fuentes de enzimas lignocelulolíticas excepcionalmente 

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

La capacidad de degradar polisacáridos vegetales se distribuye principalmente entre hongos y bacterias 

y la maquinaria enzimática que utilizan difiere entre los distintos microorganismos, especialmente en 

cuanto a su organización macromolecular. En algunos casos, mayormente en organismos anaeróbicos, 

el aparato enzimático compuesto por celulasas/hemicelulasas se encuentra ensamblado en un 

complejo multienzimático (celulosomas y xilanosomas) que puede encontrarse anclado en la superficie 

celular o ser secretado al medio extracelular. En cambio, en la mayoría de los organismos aeróbicos, las 

enzimas individuales que actúan sobre los polisacáridos son secretadas hacia el espacio extracelular 

(Chukwuma y col., 2021).  

Los hongos, en particular, han sido objeto de intensa investigación debido a su capacidad para liberar 

una amplia gama de enzimas en el medio extracelular, lo que facilita su aplicación industrial, algunos 

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

incluyen Aspergillus, Trichoderma, Penicillium, Fusarium y Rhizopus. Por otro lado, debido a su 

capacidad para adaptarse a cambios de pH y temperatura, una mayor flexibilidad en la demanda de 

oxígeno y su potencial uso en ingeniería genética, las bacterias también son fuente importante para la 

producción de lignocelulasas. La gran mayoría de estas bacterias se reportan en géneros como Bacillus, 

Paenibacillus, Acinetobacter, Clostridium, Pseudomonas y Cellulomonas (Chukwuma y col., 2021; 

Benatti y Polizeli, 2023). 
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En la siguiente sección se describen las características de las bacterias objeto de estudio en este trabajo 

de Tesis: Cellulomonas sp. B6 y Paenibacillus xylanivorans A59. 

4. 1. Cellulomonas sp. B6 

El género Cellulomonas, perteneciente al filo Actinobacteria, está compuesto por bacterias Gram 

positivas que desempeñan un papel crucial en la degradación de las paredes celulares de las plantas 

(Zverlov y Schwarz, 2008). Las especies de este género se encuentran comúnmente en ambientes 

enriquecidos en celulosa, tales como suelos y cortezas de árboles. Asimismo, la identificación de 

nuevos aislamientos en diversos hábitats celulolíticos, reportada por estudios metagenómicos y de 

prospección recientes, pone de manifiesto la relevancia de este género en la degradación de 

polisacáridos estructurales de la biomasa vegetal (Elberson y col., 2000; Rusznyak y col., 2011; 

Hatayama y col., 2013; Zhang y col., 2013). Entre las especies más estudiadas y consideradas de 

referencia dentro del género se destacan Cellulomonas fimi y Cellulomonas flavígena (Wakarchuk y 

col., 2016).  

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

IABIMO, INTA-CONICET, se aisló la cepa Cellulomonas sp. B6, filogenéticamente relacionada con C. 

flavigena, a partir de un consorcio celulolítico proveniente de una muestra de suelo de bosque 

subtropical nativo de la provincia de Misiones (Arnetina) (Campos y col., 2014). Esta cepa ha 

demostrado tener un papel significativo en la degradación de biomasa lignocelulósica lo que lo 

convierte en un candidato potencial como fuente de enzimas para la formulación de cócteles 

enzimáticos rentables (Piccinni y col., 2019; Ontañon y col., 2021). El genoma de este aislamiento fue 

secuenciado, identificándose 205 secuencias codificantes de posibles CAZimas, entre las cuales 75 

forman parte del secretoma teórico de la bacteria (Piccinni y col., 2016). Entre las enzimas activas sobre 

xilanos, se identificaron 8 β-1,4-endo-xilanasas (7 pertenecientes a las familias GH10 y una GH11), dos 

GH43 con probable actividad β-xilosidasa, una α-L-arabinofuranosidasa de la familia GH62 y dos de la 

familia GH51, entre otras (Piccinni y col., 2019). Además, se desarrolló la optimización de la actividad 

xilanolítica en extractos enzimáticos extracelulares de Cellulomonas sp. B6 para su posterior aplicación 

en la hidrólisis de BLC mediante cultivo en diversos sustratos. El análisis proteómico confirmó la 

secreción de las 7 endo-xilanasas extracelulares, lo cual se correlaciona con la actividad xilanolítica del 

aislamiento (Ontañon y col., 2021).  

Dentro del repertorio de enzimas xilanolíticas, 6 β-1,4-endo-xilansas (cinco GH10 y la GH11), 2 α-L-

arabinofuranosidasas (una GH62 y una GH51) y una α-glucuronidasa (GH67) han sido obtenidas por 
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expresión recombinante en el laboratorio y caracterizadas bioquímicamente (Garrido y col., 2022; 

Ontañon y col., 2025). 

4. 2. Paenibacillus xylanivorans A59 

El género Paenibacillus pertenece al phylum Firmicutes y orden Bacillales, fue recientemente 

reclasificado a partir del linaje monofilético de bacterias formadoras de endosporas, previamente 

llamado Bacillus Grupo III, siendo Paenibacillus polymyxa la especie tipo (Ash y col., 1993). Incluye 

especies que pueden ser anaerobias facultativas o aerobias estrictas y con temperaturas óptimas de 

crecimiento en el rango mesófilo (Logan y De Vos, 2009). Está presente en diversos hábitats, desde 

regiones polares hasta los trópicos, y desde ambientes acuáticos hasta los desiertos más áridos (Grady 

y col., 2016). Se sabe que las bacterias del género Paenibacillus secretan una variedad diversa de 

enzimas capaces de descomponer los polisacáridos de la pared celular de las plantas, con potencial 

para aplicaciones industriales y agrícolas (Gastelum-Arellanez y col., 2014; Mihajlovski y col., 2015; 

Grady y col., 2016; Orencio-Trejo y col., 2016). 

En estudios previos del grupo de trabajo, se obtuvo un aislamiento bacteriano a partir de una muestra 

de suelo de bosque nativo de la región patagónica (Argentina) perteneciente al género Paenibacillus y 

fue clasificado como una nueva especie, denominada Paenibacillus xylanivorans A59 (Ghio y col., 2015, 

2019). La cepa presenta actividad xilanolítica extracelular cuando se cultiva utilizando xilano o BLC 

como fuentes de carbono para el crecimiento (Ghio y col., 2016). El genoma de P. xylanivorans fue 

secuenciado y se identificaron un total de 426 secuencias que codifican para potenciales dominios 

CAZy, entre las cuales 44 GHs forman parte del secretoma teórico de la bacteria. Se identificaron 

enzimas con potencial actividad endo-glucanasa, β-glucosidasa, exo-glucanasa, endo-xilanasa, β-

xilosidasa, xiloglucanasa, arabinofuranosidasa, glucurono-xilanasa, mananasa, α-amilasa y quitinasa. 

Mediante análisis proteómico se confirmó la secreción de 3 endo-xilanasas extracelulares (2 de familias 

GH10 y 1 GH11), 2 quitinasas (GH18), 1 celobiohidrolasa (GH6), 3 endo-glucanasas (β-1,3 GH16, β-1,4 

GH8 y β-1,6 GH30) y 1 amilasa (GH13) (Ghio y col., 2018). 

Del repertorio de GHs de P. xylanivorans, 2 β-1,4-endo-xilansas (una GH10 y la GH11) (Ghio y col., 2018; 

de Mello Capetti y col., 2023a, b), una β-1,4-endo-glucanasa (GH8), una β-glucosidasa (GH1) (Ghio y 

col., 2020) y una celobiohidrolasa (GH6) (datos no publicados) se han expresado de manera 

recombinante en el laboratorio y caracterizado funcional y bioquímicamente.  
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5. Metodologías para la obtención de enzimas lignocelulósicas 

La utilización de enzimas microbianas se ha consolidado como una estrategia biotecnológica 

emergente y ambientalmente sostenible, con un creciente potencial de aplicación en el 

bioprocesamiento de la BLC. Sin embargo, el alto costo de las enzimas lignocelulolíticas es un desafío 

importante para la comercialización de dichos bioprocesos. El sistema de enzimas libres, el mecanismo 

enzimático más común presente en microorganismos y ampliamente estudiado, tiene un gran 

potencial para producir cócteles enzimáticos con aplicabilidad industrial, combinando un bajo costo 

con la degradación completa de la biomasa (Lopes y col., 2018). 

La selección de organismos eficientes y la optimización de las condiciones de cultivo constituyen 

estrategias clave para reducir los costos asociados a la producción de extractos enzimáticos, orientadas 

a obtener la máxima actividad enzimática y, en consecuencia, diseñar cócteles enzimáticos que 

favorezcan la liberación de azúcares reductores a partir de la biomasa vegetal (Yilmaz-Sercinoglu y 

Sayar, 2020; Dashora y col., 2022). En bacterias, la capacidad de producir enzimas depende de múltiples 

factores, siendo la naturaleza de la fuente de carbono y el nitrógeno presente en el medio de cultivo 

los más relevantes (Iram y col., 2020; Chantorn y col., 2021). Así, sustratos complejos como almidón, 

celulosa o hemicelulosa actúan como inductores en la síntesis de amilasas, celulasas y hemicelulasas, 

enzimas que se encargan de descomponer los polisacáridos en azúcares simples que son aprovechados 

por los microorganismos para su crecimiento (Iram y col., 2020). Entre las diversas materias primas 

lignocelulósicas, abundantes y de bajo costo, que se han explorado para la producción de cócteles 

enzimáticos eficientes destacan: el rastrojo de maíz, las cáscaras de arroz, el salvado de trigo y el 

residuo de caña de azúcar, siendo este último particularmente relevante por generar extractos con una 

amplia variedad de actividades enzimáticas que pueden ser caracterizadas (Iram y col., 2020; Ontañon 

y col., 2021; Topalian y col., 2024). En este contexto, la producción in situ de enzimas se considera una 

estrategia recomendable para garantizar la viabilidad técnica y económica de las biorrefinerías 

(Siqueira y col., 2020). Este enfoque no solo contribuye a la gestión sostenible de residuos, sino que 

también añade valor a subproductos agroindustriales mediante su integración en cadenas productivas 

circulares (Das y col., 2016; Astolfi y col., 2019). 

El aislamiento de mutantes hiperproductoras es otra estrategia que permite reducir las limitaciones del 

proceso aumentando la viabilidad económica. La obtención de cepas mejoradas mediante el uso de 

agentes mutagénicos es de gran atracción debido a su eficiencia. Diversos estudios han demostrado el 

uso tanto de agentes físicos como la radiación ultavioleta (luz UV), los rayos X y la radiación gamma, y 

también químicos, como el etilmetanosulfonato (EMS) y el N-metil-Nβ-nitro-N-nitrosoguanidina (NTG), 

para el mejoramiento de aislamientos lignocelulósicos (Rojas-Rejón y col., 2011; Xu y col., 2011; 
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Sangkharak y col., 2012). Las actividades celulasa y xilanasa de diversos microorganismos se han 

mejorado mediante la aplicación de estas estrategias de mutagénesis. Por ejemplo, Cellulomonas 

flavigena PR-22 obtenida mediante mutagénesis química presentó 2 y 1,5 veces más actividad 

xilanolítica y celulolitica, respectivamente, en comparación a la cepa original (Rojas-Rejón y col., 2011). 

La mutante química M23 de Cellulomonas sp. TSU-03, obtenida utilizando NTG, presentó mayor 

crecimiento celular y aumento en diferentes actividades enzimáticas (FPasa, CMCasa y β-glucosidasa) 

respecto a la cepa parental (Sangkharak y col., 2012). Mutantes fisicoquímicos de Bacillus sp. HCB-21 

mostraron un mayor potencial celulolítico y tolerancia a la concentración de sustrato que la cepa 

silvestre (Bhatia y col., 2017).  

Si bien se han logrado avances significativos en el uso de mutágenos físicos y químicos para aumentar 

la producción de enzimas lignocelulósicas, la tecnología del ADN recombinante y la ingeniería genética 

también se están utilizando (Kumar y col., 2008). Las estrategias de ingeniería genética permiten 

introducir genes de interés para una mayor expresión mediante la transformación con plásmidos o la 

integración genómica (knock-in), mientras que las vías divergentes se eliminan mediante la disrupción 

génica (knock-out) (Westbrook y col., 2016). Las aplicaciones de repeticiones palindrómicas cortas 

agrupadas y regularmente interespaciadas (CRISPR) y sus proteínas asociadas a CRISPR (Cas) han sido 

adoptadas para el mejoramiento de algunas cepas silvestres derivadas de entornos naturales 

(Westbrook y col., 2016; Liu y col., 2025). La deleción del gen ace1 (factor de transcripción) en el hongo 

filamentoso Rasamsonia emersonii mejoró la actividad endo-glucanasa, celobiohidrolasa (CBHI), β-

glucosidasa y xilanasa extracelular (Singh y col., 2023). En cuanto a las bacterias, si bien esta estrategia 

ha sido más ampliamente utilizada en bacterias Gram negativas, en el caso de las Gram positivas, por 

ejemplo, se obtuvo la cepa mejorada Bacillus subtilis AEA3 con actividades endo-glucanasa, exo-

glucanasa, β-glucosidasa, xilanasa y celulasa incrementada respecto a lo observado en el aislamiento 

original gracias a la incorporación mediante CRISPR/Cas9 de tres genes endógenos eglS (endo-

glucanasa), bglS (endo-β-1,3-1,4-glucanasa) y cel48S (exo-glucanasa) de Clostridium thermocellum (Liu 

y col., 2025).  

Otro enfoque consiste en complementar extractos enzimáticos producidos por un cierto 

microorganismo bajo determinadas condiciones de cultivo con una o varias enzimas específicas 

necesarias para la hidrólisis, pero que faltan o están poco representadas en el extracto (Peciulyte y col., 

2017; Lopes y col., 2018; Adsul y col., 2020). Por ejemplo, un cóctel enzimático de Trichoderma reesei 

suplementado con una endo-glucanasa de B. subtilis y una β-glucosidada de Aspergillus niger convierte 

el 72% de la celulosa presente en el bagazo de caña de azúcar pretratado térmicamente (Bussamra y 

col., 2015). En la degradación del xilano, la complementación con enzimas desramificantes para la 
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degradación de AX, ha demostrado interacciones sinérgicas en la liberación de arabinosa y la actividad 

xilanolítica (Sørensen y col., 2007a, b; Garrido y col., 2022).  

Estas enzimas pueden ser expresadas de manera recombinante en sistemas de expresión heteróloga. 

Diversos microorganismos, como Escherichia coli y Pichia pastoris, presentan características deseables 

para la producción de enzimas (Lambertz y col., 2014; Lopes y col., 2021).  Cepas de E. coli son uno de 

los primeros sistemas de elección para la expresión de proteínas recombinantes bacterianas, por la 

diversidad de estrategias para su transformación, su estructura celular simple, su corto tiempo de 

proliferación, su método de inducción sencillo, su crecimiento y metabolismo activos y su alto nivel de 

expresión (Cantoia y col., 2021). En comparación con otros sistemas, el sistema de expresión de E. coli 

se caracteriza por su fácil operación y bajo costo de producción (Zhang y col., 2024). 

6. Aplicaciones industriales de enzimas lignocelulolíticas 

Las enzimas lignocelulolíticas han demostrado tener un gran potencial de aplicación en diversas 

industrias y, hoy en día, se aplican principalmente en los rubros textil, papel y pulpado, detergentes, 

agricultura, medicina, alimentos para el consumo humano y animal y biocombustibles.  

A nivel global, el mercado de enzimas industriales está concentrado en pocas empresas, siendo 

Novozymes (https://www.novozymes.com/en) y DSM (https://www.dsm-firmenich.com) los 

principales actores. Esta dependencia de proveedores internacionales representa una limitación para 

el desarrollo de biorrefinerías lignocelulósicas en Argentina y la región, donde resulta estratégico 

desarrollar complejos enzimáticos adaptados a las biomasas locales, con el objetivo de mejorar la 

eficiencia del proceso y reducir costos logísticos. En este marco, empresas nacionales como Keclon 

(https://keclon.com/)  y Laboratorios Nova (https://laboratorios-nova.com/), ambas radicadas en Santa 

Fe, han comenzado a posicionarse en el sector. Keclon, se dedica a la producción de enzimas para las 

industrias del biodiésel, aceites y alimentación, mientras que Laboratorios Nova ha incorporado 

recientemente una división de biotecnología orientada al desarrollo de enzimas aplicables en sectores 

como biocombustibles, alimentación, textil y farmacéutica. 

6. 1. Industria de los biocombustibles 

La producción de biocombustibles ha experimentado un notable crecimiento global como solución 

clave para reducir las emisiones de gases de efecto invernadero. En el caso del etanol, hoy en día se 

comercializa el denominado bioetanol de primera generación (1G), generado a partir del almidón y la 

sacarosa contenidos principalmente en el maíz y la caña de azúcar, respectivamente. La BLC ofrece una 

materia prima sostenible para la producción de biocombustibles de segunda generación (2G), evitando 

https://www.novozymes.com/en
https://www.dsm-firmenich.com/
https://keclon.com/
https://laboratorios-nova.com/
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la competencia con la industria agrícola-alimentaria. Sin embargo, los costos del procesamiento de 

biocombustibles de 2G superan en la actualidad los de 1G, mayoritariamente debido a la 

heterogeneidad y recalcitrancia de la BLC y la falta de procesos eficientes para sobrepasar esta 

dificultad (Kumar y col., 2016; Kordala y col., 2022). 

La producción de biocombustibles 2G implica tres etapas: el pre-tratamiento de la BLC, la hidrólisis 

enzimática de la biomasa pre-tratada y la fermentación de los azúcares simples. Tras el pre-tratamiento, 

los polisacáridos son hidrolizados enzimáticamente a sus azúcares simples (especialmente glucosa y 

xilosa). Finalmente, los azúcares simples son fermentados y se convierten a bioetanol (Ballesteros, 

2010; Chauhan y col., 2020). Los cócteles enzimáticos utilizados para la producción eficiente de 

biocombustibles contienen principalmente celulasas y hemicelulasas, además, ligninasas y enzimas 

accesorias (Pasin y col., 2020). Uno de los factores limitantes del proceso es la gran cantidad de estas 

enzimas que se requiere para obtener una conversión eficiente (mayor al 80%) de los polisacáridos a 

los azúcares fermentables. Hoy en día el principal proveedor de enzimas es Novonesis 

(www.novonesis.com). Como consecuencia, grandes esfuerzos en investigación se realizan en todo el 

mundo para optimizar este proceso. 

6. 2. Industria alimentaria humana y animal 

En la actualidad, existe una creciente preocupación por la salud y el bienestar personal lo que ha 

provocado un aumento significativo en la demanda de alimentos funcionales. Entre las sustancias 

bioactivas clave, incorporadas en los alimentos funcionales, se incluyen ácidos grasos poliinsaturados, 

antioxidantes, compuestos fenólicos, prebióticos y enzimas exógenas (Alongi y Anese, 2021; Ferreira y 

col., 2023).  

6. 2. a. Oligosacáridos como aditivos alimentarios 

Los oligosacáridos no digeribles (NDO) poseen diversas propiedades biológicas de interés para la 

industria alimentaria. Se los reconoce como prebióticos por su capacidad para estimular el crecimiento 

de la microbiota intestinal benéfica e inhibir microorganismos patógenos. Las bacterias beneficiosas 

del intestino, principalmente de los géneros Bifidobacterium y Lactobacillus, fermentan estos 

compuestos produciendo ácidos grasos de cadena corta que desempeñan un papel en la regulación de 

procesos fisiológicos (Colantonio y col., 2020; Martín-Peláez y col., 2022). Además de sus efectos 

prebióticos, diversos estudios han evidenciado que los oligosacáridos poseen propiedades 

antioxidantes y antiinflamatorias, contribuyendo a mitigar procesos asociados con inflamación, 

infecciones bacterianas y estrés oxidativo (Sharma y col., 2021). A nivel tecnológico, los NDO también 

actúan como sustitutos de azúcares y grasas, mejoran el sabor, la textura y otros atributos sensoriales 
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de los alimentos (Cruz-Guerrero y col., 2022; Ferreira y col., 2023). Si bien se encuentran de forma 

natural en diversos alimentos, su concentración suele ser insuficiente para ejercer un efecto 

significativo, por lo que la producción biotecnológica y posterior incorporación en matrices 

alimentarias se han convertido en una estrategia clave para aumentar su disponibilidad y accesibilidad 

(Mollakhalili-Meybodi y col., 2021). Entre las materias primas más promisorias para su obtención se 

destaca la BCL. La producción de prebióticos a partir de la BCL puede llevarse a cabo mediante procesos 

de conversión enzimática o termoquímica, ya sea individualmente o en combinación, siendo la vía 

enzimática más ventajosa por su mayor rendimiento y menor generación de subproductos indeseados 

(Saini y col., 2022). Los principales oligosacáridos con propiedades prebióticas incluyen fructo-

oligosacáridos (FOS), galacto-oligosacáridos (GOS), mano-oligosacáridos (MOS) y XOS, cuya producción 

a partir de biomasa requiere el empleo de enzimas específicas como xilanasas, β-fructofuranosidasas, 

β-galactosidasas, β-mananasas, β-glucosidasas y esterasas con distinta especificidad (Rodrigues Mano 

y col., 2018; Saini y col., 2022). Por ejemplo, la adición de XOS en bebidas a base de suero de leche 

generó un aumento de 100% la actividad antioxidante, 60% las propiedades antihipertensivas y 80% la 

actividad antiodiabética (Souza y col., 2019).  

La actividad antioxidante de los oligosacáridos depende de factores como el grado de polimerización, 

el método de despolimerización, la composición y solubilidad de los monosacáridos, el tipo de enlaces 

glucosídicos, el peso molecular, el contenido de azúcares reductores y la presencia de grupos fenólicos 

o ácidos urónicos (Vieira y col., 2020). Los antioxidantes en alimentos cumplen funciones tanto en la 

prevención de la oxidación lipídica y la formación de radicales libres durante almacenamiento o 

procesado, como en la reducción de radicales libres in vivo tras la ingesta (Wang y col., 2013). 

Numerosos estudios han propuesto a los XOS como alternativa natural a antioxidantes sintéticos, 

destacando aquellos derivados de la hidrólisis enzimática de GX (UXOS), que contienen ramificaciones 

de MeGlcA y presentan una actividad antioxidante superior a la de los derivados del AX (AXOS), 

compuestos por moléculas neutras decoradas con arabinosa. La presencia de MeGlcA y un mayor grado 

de polimerización parecen ser factores determinantes en el potencial antioxidante de estos 

compuestos (Jagtap y col., 2017; Valls y col., 2018; Bouiche y col., 2020).  

6. 2. b. Enzimas lignocelulolíticas como aditivos en alimento animal 

La alimentación animal desempeña un papel crucial en la industria alimentaria, ya que contribuye a la 

generación de fuentes de proteínas animales. Esto implica el suministro de alimento a animales 

monogástricos como cerdos y aves de corral que, a menudo contiene ingredientes ricos en 

lignocelulosa que no pueden ser digeridos por las enzimas endógenas de los animales (Rasool y Irfan, 

2024). Generalmente, las dietas animales son a base de maíz y harina de soja (SBM) que contienen 
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niveles relativamente altos de polisacáridos no amiláceos (PNAs) y factores anti-nutricionales. En 

conjunto, estos componentes dificultan la digestión regular del alimento y provocan una menor 

producción de carne y huevos, una menor eficiencia alimenticia y trastornos digestivos (Sureshkumar 

y col., 2023; Plouhinec y col., 2023).  Los PNAs se clasifican en dos categorías: los solubles, que forman 

geles viscosos ralentizando el tránsito intestinal y dificultando la difusión de los nutrientes 

promoviendo una proliferación microbiana intestinal indeseable, y los solubles, que encapsulan los 

nutrientes restringiendo el acceso de las enzimas digestivas endógenas (como las α-amilasas) y 

exógenas (como las fitasas) (Fu y col., 2024). Dependiendo de los componentes del alimento, entre el 

20-30% del pienso puede resultar no aprovechable (Sureshkumar y col., 2023). Todos los alimentos de 

origen vegetal contienen PNAs, siendo los más abundantes los AX contenidos en los cereales. Los AX 

constituyen más del 60% del contenido total de PNAs en trigo, centeno, cebada (ricos en AX solubles) 

y maíz (predominantemente AX insoluble) (Knudsen, 2014). La harina de soja y otras leguminosas 

también aportan altos niveles de AX insoluble y otros oligosacáridos, como α-galactanos, β-mananos y 

polímeros pécticos, que comprometen aún más la digestibilidad del alimento (Choct, 2015). En 

consecuencia, la inclusión de enzimas exógenas (glucanasas y xilanasas) a los formulados de 

alimentación de animales monogástricos mejora su valor nutricional, ya que pueden contribuir a 

mejorar la disponibilidad de nutrientes, como almidón, proteínas, aminoácidos y minerales, y favorece 

la digestibilidad de los PNAs (Lan y col., 2017; Balasubramanium y col., 2020). Por ejemplo, la utilización 

de un cóctel enzimático (β-glucanasas, xilanasas y proteasas) mejoró la digestibilidad total de alimentos 

a base de cebada en cerdos (Jo y col., 2012). Resultados semejantes se obtuvieron al suplementar 

dietas a base de salvado de trigo o arroz con arabino-xilanasas y proteasas (Yin y col., 2004).  

Las formulaciones enzimáticas comerciales destinadas a la alimentación animal suelen estar 

enriquecidas con xilanasas y β-glucanasas, e incorporan actividades complementarias como 

pectinasas, mananasas y arabinofuranosidasas, ajustadas a las características de materias primas 

específicas (Aftab y Bedford, 2018). Aunque estas enzimas han mostrado efectos beneficiosos en dietas 

SBM, así como en el aprovechamiento de ingredientes alternativos de menor valor nutricional, existe 

un interés creciente en la exploración de nuevas fuentes enzimáticas y en el desarrollo de cócteles 

multienzimáticos más robustos, con mayor especificidad hacia el sustrato y un rendimiento catalítico 

optimizado (Plouhinec y col., 2023). 

6. 3. Industria agrícola 

Los oligosacáridos no solo presentan un gran potencial para la nutrición y el cuidado de la salud 

humana, sino que también podrían utilizarse como bioestimulantes, para promover el crecimiento de 

los cultivos agrícolas mejorando los rendimientos y la resistencia al estrés, desarrollando a su vez 
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prácticas agrícolas innovadoras y ecológicas que minimicen el consumo de productos químicos. 

Estudios han demostrado que la aplicación de oligosacáridos podría mejorar el entorno del suelo y 

aumentar la eficiencia en la utilización del nitrógeno por las raíces de las plantas (Chen y col., 2012; 

Zhang y col., 2014). Además, desempeñan un papel activo como inductores de la respuesta inmune en 

plantas mejorando la resistencia a enfermedades virales como así también al estrés abiótico (He y col., 

2022).  

Las plantas detectan y responden a los ataques de patógenos detectando patrones moleculares 

asociados a microbios (MAMPs) y patrones moleculares asociados al daño (DAMPs) mediante 

receptores de reconocimiento de patrones (PRR). Durante la interacción planta-patógeno, tanto los 

polisacáridos de la pared celular de las plantas como los de los microbios sirven como fuentes 

extracelulares para la generación de las señales DAMPs y MAMPs, respectivamente (Zhou y Zhang, 

2020; Kongala y Kondreddy, 2023). En este sentido, oligosacáridos suministrados exógenamente son 

percibidos por los PRR activando mecanismos de tolerancia al estrés (Meresa y col., 2024). En 

particular, los XOS son reconocidos con especificidad variable por el sistema inmune vegetal induciendo 

respuestas de defensa y modificaciones en la composición de la pared celular (Sun y col., 2025). Por 

ejemplo, el tratamiento con 3-α-L-arabinofuranosil-xilotetraosa (XA3XX), un AXOS que puede obtenerse 

enzimáticamente del AX, desencadena las respuestas inmunitarias en plantas de Arabidopsis y confiere 

resistencia frente a Pseudomonas syringae (bacteria patógena) y Sclerotinia sclerotiorum (hongo 

patógeno) en plantas de tomate y pimiento (Mélida y col., 2020). Se ha probado también en 

Arabidopsis, que la detección de UXOS, como la 2-(4-O-metil-α-D-glucuronil)-xilotetraosa (XUXX), actuó 

como estimulador de la respuesta al estrés (Fernández-Calvo y col., 2024). En plantas de tomate, la 

tolerancia a las bajas temperaturas mejoró al aplicar oligosacáridos exógenos, en particular XOS y QOS 

(quito-oligosacáridos) (He y col., 2020).  

6. 4. Industria textil y de detergentes  

En la industria textil, la biocatálisis es una alternativa a los tratamientos químicos, que tienen 

consecuencias medioambientales negativas. Las enzimas lignocelulolíticas están cobrando importancia 

como una posible alternativa. Las celulasas (endo- y exo-glucanasas y β-glucosidasas) se aplican en 

procesos como el desgastado de telas (biostoning) y el acabado de fibras de lino y algodón o similares 

(biopolishing). A su vez, se utilizan pectinasas para remover pectina y ceras de las telas de algodón y en 

lanas (bioscouring) (Ejaz y col., 2021; Korsa y col., 2023).  

Además, las celulasas se agregan en los detergentes para el lavado de ropa, ya que modifican las fibras 

de celulosa, contribuyendo a la remoción de manchas y mejorando el aspecto y la suavidad de las telas 
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(Niyonzima, 2021). Actualmente, se utilizan endo- y exo-glucanasas de hongos de los géneros 

Humicola, Trichoderma y Aspergillus y de bacterias del género Bacillus, entre otros. Muchas de estas 

enzimas son activas en condiciones levemente alcalinas y/o a baja o alta temperatura (Sharma y col., 

2016) 

6. 5. Industria del papel y pulpado 

En los últimos años, la industria papelera ha puesto cada vez más énfasis en la sostenibilidad, lo que 

ha llevado a una reducción significativa del uso de pulpa virgen para la producción de papel y 

reorientado su enfoque hacia el uso de residuos agrícolas y papel reciclado como materias primas 

alternativas (Gupta y col., 2022). Las enzimas lignocelulolíticas tienen un papel importante en el 

bioblanqueo de la pulpa y el destintado, siendo las celulasas y hemicelulasas las más utilizadas. Las 

celulasas son coaditivos en el bioblanqueo, ya que mejoran el drenaje, reducen el consumo de cloro 

en el proceso, mejoran el brillo de las fibras y pueden utilizarse en el destintado de la pulpa (Pathak y 

col., 2014; Kuhad y col., 2016). Las lacasas también contribuyen significativamente a la oxidación de la 

lignina, mejorando así el blanqueo de la pulpa y el brillo del producto final (Sharma y col., 2020). Sin 

embargo, el costo de las enzimas limita su aplicación. 

Numerosas investigaciones se han centrado en la formulación de cócteles enzimáticos que incorporan 

lacasas, xilanasas y diversas enzimas provenientes de microorganismos como Aspergillus sp. (Colonia y 

col., 2019), Bacillus halodurans (Sharma y col., 2020), Bacillus firmus (Bhagat y col., 2016) y Bacillus 

pumilus (Sharma y col., 2017), con el objetivo de optimizar el desarrollo industrial de la pulpa y el papel 

reduciendo significativamente el uso de agentes nocivos. 
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Hipótesis  

Las formulaciones de enzimas activas sobre carbohidratos de aislamientos bacterianos nativos 

permiten la deconstrucción controlada y eficiente de hemicelulosas en procesos de relevancia 

agroindustrial.  

Objetivos 

Objetivo general 

Estudiar enzimas bacterianas activas sobre polisacáridos estructurales de la biomasa vegetal y 

desarrollar complejos enzimáticos para su aplicación en bioprocesos.  

Objetivos particulares 

OP1. Evaluar estrategias de mutagénesis química para aumentar la actividad celulolítica y xilanolítica 

extracelular de Cellulomonas sp. B6. 

OP2. Identificar los sistemas de hidrólisis de polisacáridos de Paenibacillus xylanivorans A59 y optimizar 

la producción de extractos enzimáticos xilanolíticos. 

OP3. Expresar en sistemas heterólogos secuencias codificantes para enzimas de P. xylanivorans activas 

sobre xilanos para formular complejos enzimáticos. 

OP4. Evaluar la aplicación de los complejos enzimáticos desarrollados en bioprocesos.  
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1. Soluciones y medios de cultivo  

Los medios de cultivo utilizados en este trabajo fueron Luria Bertani (LB) (MacWilliams y Liao, 2006) y 

un medio mínimo salino (MM) (Hankin y Anagostakis, 1977 con modificaciones), cuya composición se 

detalla en la Tabla M1. En los MM que así lo requirieron, se agregó 1% (p/v) de biomasa vegetal o 

sustrato comercial como fuente de carbono, según se indica en cada ensayo. En el MM sólido, se agregó 

0,01% (p/v) del colorante Azul Tripán (TB) (Sigma), para la visualización de halos de degradación de 

polisacáridos. Ambos medios fueron esterilizados mediante autoclave (121 °C, 20 min) y almacenados 

a 4 °C hasta su uso. En el MM, las microsales (molibdato de sodio, biotina, ácido nicotínico y 

pantoténico) así como los azúcares (sacarosa o glucosa) se esterilizaron mediante filtración con jeringa 

(filtros de nylon de 0,22 µm) y se agregaron al medio frío autoclavado, a la concentración indicada en 

cada caso. 

Para el cultivo de las cepas recombinantes, en el medio LB, se añadieron los antibióticos indicados en 

cada caso en las siguientes concentraciones (concentración final): 100 μg/mL ampicilina (Amp), 50 

μg/mL kanamicina (Km), 20 μg/mL gentamicina (Gm) y 34 μg/mL cloranfenicol (Cm). 

Tabla M1. Composición de los medios de cultivo utilizados. 

Medio Reactivo Concentración final 

 
Luria Bertani (LB)  

pH= 7 

Triptona 10,0 g/L 

NaCl 10,0 g/L 

Extracto de Levadura 5,0 g/L 

Agar (para medio sólido) 15 g/L 

Medio mínimo salino 
(MM)  

pH= 6,8   

K2HPO4 1,67 g/L 

KH2PO4 0,87 g/L 

NaCl 0,05 g/L 

MgSO4.7H20 0,1 g/L 

NH4Cl 1 g/L 

CaCl2 0,04 g/L 

FeCl3 0,004 g/L 

Na2MoO4.2H2O 0,005 g/L 

Biotina 0,01 g/L 

Ácido nicotínico 0,02 g/L 

Ácido pantoténico 0,01 g/L 

Agar (para medio sólido) 15 g/L 
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Las soluciones empleadas en este trabajo de Tesis se detallan en la Tabla M2. 

Tabla M2. Composición de los buffers y soluciones utilizadas. 

Solución Reactivo Concentración final Aplicación 

EMS Etilmetanosulfonato 
3 – 0,25% (v/v). Preparado 

en PBS 1X 

Mutagénesis química 
(sección 4, pp. 40) PBS 1X 

pH 7,4 

NaCl 136,89 mM 

KCl 2,68 mM 

KH2PO4 1,47 mM 

Na2HPO4 7,49 mM 

TFB I 
pH 5,8 

Acetato de Potasio 30 mM 

Preparación de 
células quimio-
competentes 

(sección 7. 4, pp. 55) 

KCl 100 mM 

CaCl2 10 mM 

MnCl2 50 mM 

Glicerol 15% (v/v) 

 
TFB II  
pH 6,5 

MOPS 10 mM 

KCl 10 mM 

CaCl2 75 mM 

Glicerol 15% (v/v) 

TAE 1X 
Tris-HCl pH 8 40 mM Electroforesis de 

geles de agarosa 
(sección 7. 2, pp. 54) 

EDTA disódico 2 mM 

Solución de 
resuspención  

Tris-HCl pH 8 50 mM 

Purificación de ADN 
plasmídico o 

Miniprep (sección 7. 
6, pp. 56) 

EDTA 10 mM 

ARNasa 100 µg/mL 

Solución de lisis  
NaOH 200 mM 

SDS 1% (v/v) 

Solución de 
neutralización  

Acetato de potasio pH 
5,5 

3 M 

Buffer de equilibrio o 
lisis pH 8  

NaCl 300 mM 

Purificación de 
proteínas 

recombinantes IMAC 
(sección 8, pp. 58) 

NaH2PO4 pH 8 50 mM 

Imidazol 10 mM 

Buffer de lavado  
pH 8 

NaCl 300 mM 

NaH2PO4 pH 8 50 mM 

Imidazol 20 mM 

Buffer de elución  
pH 8 

NaCl 300 mM 

NaH2PO4 pH 8 50 mM 

Imidazol 250 mM 

Buffer Laemmli 1X 

Tris-base 25 mM 

Electroforesis de 
geles de 

poliacrilamida SDS-
PAGE (sección 9, pp. 

59) 

Glicina 192 mM 

SDS 0,1% (v/v) 

Buffer cracking 

Tris pH 6,8 50mM 

Betamercaptoetanol 10mM 

SDS 2% (v/v) 

Azul de Coomassie 

Coomassie Blue R-250  
(Thermo Fisher 

Scientific) 
2,5 g/L 

Etanol 45% (v/v) 
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Ácido acético glacial 10% (v/v) 

Solución Decolorante 
Etanol 20% (v/v) 

Ácido acético glacial 115% (v/v) 

TBS 1X 
Tris-HCl pH 8 10 mM 

Western Blot 
(sección 10, pp. 59) 

NaCl 150 mM 

Solución BREFA 

Tris-HCl pH 9,5 10 mM 

NaCl 2 mM 

MgCl2 0,156 mM 

 
Solución de corrida  

(25 mL) 

Agua bidestilada 6,25 mL 

Cromatografía en 
capa delgada TLC 

(sección 5. 7. b, pp. 
50) 

Ácido acético glacial 6,25 mL 

Butanol 12,5 mL 

Solución reveladora   
(46,5 mL) 

Ácido sulfúrico 1,5 mL 

Etanol absoluto 35 mL 

Agua bidestilada 10 mL 

Orcinol 1% (p/v)  

DNS 

Ácido 3,5- 
dinitrosalicílico 

30 mM 

Cuantificación de 
azúcares reductores 
(sección 4.3, pp. 43) 

NaOH 0,33 M 

Tartrato de sodio y 
potasio 

0,7 M 

Fenol (50 °C) 0,005% (v/v) 

Metabisulfito de sodio 30mM 

 

2. Sustratos comerciales y biomasas: pretratamiento y composición 

Los sustratos comerciales utilizados en este trabajo de Tesis fueron: sacarosa (SAC) (Sigma), xilano de 

madera de haya (XIN) (Sigma o P-XYLNBE, Megazyme), xilano de madera de abedul (BAX) (Sigma), 4-O-

metil-glucurono-xilano (MeGX) (Sigma), xilano industrial (INX) (proporcionado por Lenzing AG, Austria), 

arabino-xilano de hojuela de avena (OAX) (viscosidad media, Sigma), arabino-xilano de trigo (WAX) 

(viscosidad media, P-WAXYM, Megazyme), β-glucano de cebada (βGC) (viscosidad baja, Megazyme), 

almidón de papa (αG) (Mallinckrodt Baker), Avicel (Sigma-Aldrich), PASC (Sigma-Aldrich) y 

carboximetilcelulosa (CMC) (viscosidad media, Sigma). Su composición y estructura se detalla en la 

Tabla M3.  

Las biomasas vegetales utilizadas fueron: residuo agrícola de caña de azúcar molido (RAC), RAC pre-

tratado por extrusión alcalina (RACe), salvado de trigo (ST), salvado de trigo desalmidonado (STds), 

bagazo de Ágave azul pre-tratado por extrusión alcalina (BABe), madera de Eucalyptus globulus pre-

tratado por explosión de vapor (EucaS) y de Eucalyptus saligna molido (EucaM). 

El RAC fue provisto por el INTA EEA Famaillá (cosecha 2019. Tucumán, Argentina) y fue molido en a un 

tamaño de 0,3 mm. El mismo fue sometido a extrusión alcalina (70 °C, 6% NaOH/g de materia seca) en 
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la Unidad de Biocarburantes, CIEMAT, Madrid, España, en el marco del proyecto Babetreal5 

(https://www.babet-real5.eu/).  

El ST fue adquirido en una dietética local. Para la remoción de gran parte de la fracción de almidón y 

obtener ST desalmidonado (STds), se sometió a hidrolisis enzimática utilizando 100 mg de α-amilasas 

comerciales (Termamyl® α-amilasa, Novozymes), en una carga de sólidos 10% (p/v), a 85 °C y pH 5 por 

3 hs, y luego lavado con agua hasta clarificar y secado a 50 °C, hasta peso seco constante (Ontañon y 

col., 2019).  

El EucaS fue provisto por el CEIMAT, Madrid, España. El mismo fue sometido a explosión por vapor (188 

°C por 16 min) en la Unidad de Biocarburantes del CIEMAT. 

La composición relativa de las biomasas RAC, RACe, ST y EucaS fue determinada por el servicio analítico 

del CIEMAT, Madrid, España, siguiendo los protocolos NREL (Sluiter y col., 2012).  

El EucaM fue provisto por la Dra. Elba Pinto Da Silva Bon de la Universidad Federal de Rio de Janeiro, 

Brasil. La biomasa fue tratada con un molino de borlas bajo las condiciones de 400 rpm durante 120 

min a temperatura ambiente en un recipiente de 45 mL con 7 esferas empleando un modo cíclico de 

molienda de 10 min, seguido de una pausa de 10 min y el análisis de su composición relativa fue 

realizado siguiendo los protocolos estandarizados (Da Silva y col., 2010). 

El BABe fue provisto por el Dept. de Química, UNAM, México, en el marco del mismo proyecto 

(Babetreal5). Las condiciones de extrusión del BAB fueron 150 °C, 3,75% NaOH/g de materia seca y el 

análisis de su composición relativa fue realizado siguiendo los protocolos estandarizados (Montiel y 

col., 2016, 2024). 

Tabla M3. Composición de los sustratos comerciales y las biomasas empleadas como fuente de carbono en el 

trabajo de Tesis. 

Sustratos comerciales 

Xilano de madera de Haya (XIN) 
Polisacárido compuesto por unidades de xilosa unidas por 

enlaces β-1,4 sustituida por ácido glucurónico en α-1,2 
(GlcAOMe 13%)  

Xilano de madera de Abedul 
(BAX) 

Polisacárido compuesto por unidades de xilosa unidas por 
enlaces β-1,4. Presenta acetilaciones (24%) y sustituciones de 

ácido glucurónico en α-1,2 (GlcAOMe 10%)  

4-O-metil-glucurono-xilano 
(MeGX) 

Polisacárido compuesto por unidades de xilosa unidas por 
enlaces β-1,4 sustituida por ácido glucurónico en α-1,2 

(GlcAOMe, porcentaje no determinado) 

Arabino-xilano de hojuela de 
avena (OAX) 

Polisacárido compuesto por unidades de xilosa unidas por 
enlaces β-1,4 con ~85% de pureza con sustituciones simples 

de arabinosa en α-1,3 y dobles en α-1,3 y α-1,2(Ara 15%) 

https://www.babet-real5.eu/
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Arabinoxilano de trigo (WAX) 
Polisacárido compuesto por unidades de xilosa unidas por 

enlaces β-1,4 con sustituciones simples de arabinosa en α-1,3 
y dobles en α-1,3 y α-1,2 (Ara 38%) 

Xilano Industrial (INX) 
Polisacárido compuesto por unidades de xilosa unidas por 

enlaces β-1,4 con ~99% de pureza sin sustituciones 

β-glucano (βGC) 
Polisacárido compuesto por unidades de glucosa unidas por 

enlaces mixtos β-1,4 y β-1,3 

Almidón de papa (αG) 
Polisacárido compuesto por unidades de glucosa unidas por 

enlaces α-1,4 (amilosa, cadena lineal) y α-1,4 y α-1,6 
(amilopectina, molécula ramificada) 

Sacarosa (SAC) 
Disacárido cristalino no reductor compuesto de glucosa y 

fructosa 

Carboximetilcelulosa (CMC) 
(celulosa amorfa) 

Polisacárido compuesto por unidades de glucosa unidas por 
enlaces β-1,4 sustituida por grupos carboximetil (CM 40%) 

Avicel 
(celulosa microcristalina) 

Polisacárido compuesto por unidades de glucosa unidas por 
enlaces β-1,4  

Celulosa hinchada con ácido 
fosfórico (PASC) (celulosa amorfa) 

Preparado según lo explicado por Ghio y col., (2019) a partir 
de Avicel  

Biomasas Vegetales 

 Componentes principales % (peso seco) 

Salvado de trigo (ST) 

β-glucanos 11,4       

α-glucanos (almidón) 22,6 

Xilanos 18,0 

Arabinanos 9,5 

Residuo de caña de azúcar 
(RAC) 

Celulosa 29,2  

Xilanos 17,7 

Arabinanos 2,2 

Acetilos 2,8 

Galactanos 1,0  

Lignina insoluble 14,2  

Lignina soluble 3,9 

Residuo de caña de azúcar pre-
tratado por extrusión alcalina 

(RACe) 

Celulosa 35,2  

Xilanos 19,1  

Arabinanos 2,7  

Acetilos 1,2  

Galactanos 0,9  

Lignina insoluble 17,6  

Lignina soluble 1,9  

Bagazo de Ágave Azúl pre-tratado 
por extrusión alcalina (BABe) 

Celulosa 47,5 

Xilanos 21,2 

Arabinanos 4,3 

Acetilos 2,6 

Lignina insoluble 19,5 

Eucaliptus molido (EucaM) 

Celulosa 45,8 

Hemicelulosa 10,7 

Acetilos  - 

Lignina insoluble 22,7 

Lignina soluble 5,2 
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Eucaliptus pre-tratado por 
explosión de vapor (EucaS) 

Celulosa 62,9  

Hemicelulosa 4,7 

Acetilos - 

Lignina insoluble 31,5  

Lignina soluble  - 

 

3. Análisis bioinformático de las secuencias genómicas y de las secuencias proteicas de las 

bacterias utilizadas  

Los genomas de las cepas Cellulomonas sp. B6 y Paenibacillus xylanivorans A59 se encuentran 

depositados en la base de datos del NCBI, bajo el número de acceso LNTD00000000.1 y 

LITU00000000.1, respectivamente (Ghio y col., 2015; Piccinni y col., 2016).  

Se llevó a cabo una nueva secuenciación del genoma de Cellulomonas sp. B6 empleando la plataforma 

MinION disponible en la Unidad de Genómica de CICVyA-INTA. Para ello se extrajo el ADN genómico 

de la bacteria de un cultivo saturado de 3 mL, 16 hs en medio líquido LB, utilizando un kit de extracción 

comercial (Kit de extracción de ADN genómico Wizard, Promega). El resultado de la extracción fue ADN 

de 110 ng/µL (volumen final de 200 µL), con parámetros de A260/280 = 1,90. La calidad del ADN fue 

confirmada por la Unidad de Genómica. Las lecturas fueron analizadas y ensabladas por la Unidad de 

Bioinformática del Instituto de Biotecnología, CICVyA, INTA. La calidad de las lecturas obtenidas fue 

determinada en NANOPLOT (disponible en https://github.com/wdecoster/NanoPlot, De Coster y 

Rademakers, 2023). Los datos de secuenciación fueron ensamblados utilizando la herramienta ONT: 

FLYE (disponible en https://github.com/mikolmogorov/Flye, Kolmogorov y col., 2019) y pulidos, en 

primera instancia, MEDAKA CONSENSUS (disponible en https://github.com/nanoporetech/medaka, © 

2018- Oxford Nanopore Technologies Ltd.) y, en segunda instancia con las lecturas Illumina, en 

POLYPOLISH (disponible en https://github.com/rrwick/Polypolish, Bouras y col., 2014). El QA del 

ensamble se determinó en BUSCO (disponible en https://busco.ezlab.org/, Tegenfeldt y col., 2025) y 

las métricas en todos los pasos se analizaron en QUAST (disponible en https://github.com/ablab/quast, 

Gurevich y col., 2013). Finalmente, la predicción genética y el análisis funcional se llevaron a cabo 

utilizando el servidor de Anotaciones Rápidas mediante Tecnología de Subsistemas (RAST) (disponible 

en https://rast.nmpdr.org/,  Overbeek y col., 2014). Esta nueva secuenciación será depositada en bases 

de datos públicas (NCBI) como actualización de la versión anterior.   

3. 1. Identificación de enzimas activas sobre carbohidratos 

Las enzimas activas sobre carbohidratos (CAZimas) codificadas por Cellulomonas sp. B6 y P. 

xylanivorans A59 se identificaron utilizando el programa bioinformático en línea dbCAN3 (disponible 

https://github.com/wdecoster/NanoPlot
https://github.com/mikolmogorov/Flye
https://github.com/nanoporetech/medaka
https://github.com/rrwick/Polypolish
https://busco.ezlab.org/
https://github.com/ablab/quast
https://rast.nmpdr.org/
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en (https://bcb.unl.edu/dbCAN2/) (Zheng y col., 2023) a partir de las secuencias de proteínas predichas 

por anotación automática del genoma, empleando la información de la nueva secuenciación para el 

caso de Cellulomonas sp. B6 y el genoma depositado en NCBI para P. xylanivorans. El análisis de los 

dominios presentes en las secuencias de proteínas identificados mediante el servidor dbCAN2 / 

dbCAN3, se complementó utilizando la herramienta "Conserved Domain Database" (CDD) de NCBI 

disponible en www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/cdd.shtml.   

3. 2. Predicción de la localización subcelular 

Las proteínas se clasificaron en intracelulares o extracelulares (secretadas) por presencia o ausencia, 

respectivamente de un péptido señal en su secuencia aminoacídica utilizando los programas CELLO 

versión 2.5 (disponible en https://cello.life.nctu.edu.tw/) (Yu y col., 2006) y SignalP versión 6.0 

(disponible en https://services.healthtech.dtu.dk/services/SignalP-6.0/) (Teufel y col., 2022). 

Adicionalmente, se identificaron qué proteínas podrían ser secretadas por vías independientes del 

péptido señal usando el servidor SecretomeP versión 2.0 

(https://services.healthtech.dtu.dk/services/SecretomeP-2.0/) (Bendtsen y col., 2005). Las proteínas 

sin péptido señal y con un puntaje ≥ 0,5 en el análisis por SecretomeP (límite sugerido para bacterias 

Gram positivas por el servidor) fueron clasificadas como potencialmente secretadas por vías 

alternativas al péptido señal.  

4. Mutagénesis química del aislamiento Cellulomonas sp. B6 

En esta tesis se abordó el mejoramiento del potencial enzimático del aislamiento mediante la estrategia 

de mutagénesis química, utilizando el mutágeno etilmetanosulfonato (EMS) (Wakisaka y col., 1982; 

Anderson, 1995).  

4. 1. Ensayo de letalidad 

Cellulomonas sp. B6 fue cultivada en LB a 30 °C en un agitador orbital (Innova 42, New Brunswick) con 

agitación (200 rpm) por 24 hs. Para estandarizar los ensayos, se decidió ajustar la densidad óptica 

(Abs600 nm) del cultivo a utilizar a DO600= 1. Para cada condición de mutágeno a evaluar, 200 µL del 

cultivo fueron lavados con 200 µL PBS 1X (tres lavados) para eliminar el medio de cultivo LB, mediante 

centrifugación a 4.000 g, 10 min y resuspensión suave con pipeta. Luego del tercer lavado, el pellet fue 

resuspendido en 200 µL de una solución de EMS de concentraciones 0,25, 0,5, 1, 2 o 3% (v/v), e 

incubados a 30 °C, 300 rmp por 1, 4 y 20 hs. Como control una alícuota de 200 µL de cultivo fue 

sometida al mismo procedimiento, pero sin mutágeno y el pellet fue resuspendido en PBS 1X e 

incubado bajo las mismas condiciones de temperatura y tiempo. A cada tiempo, para cada 

https://bcb.unl.edu/dbCAN2/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/cdd.shtml
https://cello.life.nctu.edu.tw/
https://services.healthtech.dtu.dk/services/SignalP-6.0/
https://services.healthtech.dtu.dk/services/SecretomeP-2.0/
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concentración de EMS se centrifugaron las células 4.000 g, 10 min y se realizaron 3 lavados de lavados 

de los pellets con 200 µL de PBS 1X, resuspendiendo cada vez, para eliminar el mutágeno residual. 

Finalmente, se realizaron diluciones seriadas (de -1 a -8), en 200 µL de PBS 1X y 30 µL de la dilución 

adecuada, que permite el recuento de aproximadamente 50 colonias por placa (-1 y -2 para la condición 

con mutágeno y -6 y -7 para el control), fueron plaqueados en MM-1,5% agar-1%CMC-TB. Las placas 

fueron incubadas a 30 °C por 72 hs. Luego, se realizó el recuento de colonias para estimar el porcentaje 

de supervivencia, respecto de la condición sin mutágeno (Eq 1).  

(Eq 1) Porcentaje de supervivencia (%) = (𝑁°
𝑈𝐹𝐶

𝑚𝐿
𝑇𝑟𝑎𝑡𝑎𝑚𝑖𝑒𝑛𝑡𝑜 ∗ 100) 𝑁°

𝑈𝐹𝐶

𝑚𝐿
𝐶𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙⁄  

Se seleccionó aquella condición de concentración de mutágeno y tiempo, que permita la supervivencia 

del 0,05-0,01% de las células. Los pasos de la metodología empleada se encuentran representados en 

la Figura M1. 

Figura M1: Esquema del ensayo de letalidad en Cellulomonas sp. B6. Cultivo iniciador del aislamiento en LB a 

partir de colonia aislada en placa (MM-1,5% agar-1%CMC-TB). EMS: Etilmetanosulfonato; MM: medio mínimo 

salino; CMC: carboximetilcelulosa; TB: Azul de Tripán. Figura realizada en plataforma Biorender 

(app.biorender.com). 

4. 2. Mutagénesis 

Una vez determianada la condición de mutagénesis, se repitió el ensayo. Un cultivo de 3 mL de 

Cellulomonas sp. B6 en LB (30 °C, 200 rpm, 24 hs), fue ajustado a DO600= 1 (Abs600 nm) con LB. 

Doscientos microlitros de células fueron lavadas con 200 µL PBS 1X (tres lavados) para eliminar el medio 

de cultivo. El pellet obtenido luego del tercer lavado fue resuspendido en 200 µL 0,5% (v/v) de EMS. 

Las células fueron incubadas a 30 °C 300 rpm por 1 h. Se realizaron 3 lavados con 200 µL de PBS 1X 
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para eliminar el mutágeno residual y a partir de la suspensión se realizaron diluciones seriadas en 200 

µl de PBS 1X. Treinta microlitros de las diluciones (-1 y -2 para la condición con mutágeno y -6 y -7 para 

el control) fueron plaqueadas en placas de MM-1,5% agar-1%CMC-TB, que fueron incubadas a 30 °C 

por 72 hs. Las placas obtenidas fueron fotografiadas a contraluz sobre un transiluminador de luz blanca 

(UVP TW-26 Transilluminator, Thermo Fisher scientific) utilizando una cámara Canon SX50, para 

determinar el diámetro del halo de degradación respecto del diámetro de las colonias, utilizando el 

programa de análisis de imágenes ImageJ (Abràmoff y col., 2004). La capacidad hidrolítica (CH) fue 

calculada a partir de los valores promedio obtenidos en pixeles mediante la Eq 2 (Gupta y col., 2012).  

(Eq 2) CH = 
𝑃𝑟𝑜𝑚𝑒𝑑𝑖𝑜 𝑑𝑖á𝑚𝑒𝑡𝑟𝑜 ℎ𝑎𝑙𝑜 𝑑𝑒 𝑑𝑒𝑔𝑟𝑎𝑑𝑎𝑐𝑖ó𝑛 (𝑝𝑖𝑥𝑒𝑙𝑒𝑠)

𝑃𝑟𝑜𝑚𝑒𝑑𝑖𝑜 𝑑𝑖á𝑚𝑒𝑡𝑟𝑜 𝑐𝑜𝑙𝑜𝑛𝑖𝑎 (𝑝𝑖𝑥𝑒𝑙𝑒𝑠)
 

Los pasos de la metodología empleada se encuentran representados en la Figura M2. 

 

Figura M2: Esquema de mutagénesis química en Cellulomonas sp. B6. Cultivo iniciador del aislamiento en LB a 

partir de colonia aislada en placa (MM-1%CMC-TB) fresca. Condiciones de mutagénesis seleccionadas: 0,5% (v/v) 

EMS por 1 hs a 30 °C. EMS: Etilmetanosulfonato; MM: medio mínimo salino; CMC: carboximetilcelulosa; TB: Azul 

de Tripán. Figura realizada en plataforma Biorender (app.biorender.com). 

Se seleccionaron aquellas colonias que presentaron una CH de 1,5 a 2 veces mayor que la cepa original. 

Las colonias seleccionadas a partir del screening en medio sólido fueron repicadas a una nueva placa 

(conservadas luego a 4 °C) y en 3 mL de LB líquido para obtener cultivos saturados (incubando a 30 °C 

por 24 hs) que fueron conservados a -80 °C con 25% (v/v) de glicerol. 
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4. 3. Ensayos de actividad enzimática de las mutantes 

Para analizar la actividad CMCasa y xilanasa extracelular de las variantes mutegenizadas, se realizaron 

cultivos y se analizó la actividad en el sobrenadante de cultivo.  

A partir de colonias aisladas en placas de las mutantes seleccionadas en el paso anterior, se inocularon 

3 mL de LB y se incubaron a 30 °C y 200 rpm por 24 hs. La densidad óptica del cultivo inicial se ajustó a 

DO600= 1 (Abs600 nm) y se inocularon en una dilución 1/100, 3 mL de LB y MM suplementado con STds 

o CMC como fuentes de carbono (1% p/v). Los cultivos se incubaron a 30 °C y 200 rpm por 48 hs en un 

agitador orbital. Como control, se incluyó la cepa original (sin mutegenizar) en las mismas condiciones. 

Todos los cultivos se realizaron por triplicado y con controles de sustrato (sin inoculación). 

El crecimiento celular en cada cultivo fue evaluado a tiempo final (48 hs) midiendo la densidad óptica 

(Abs600 nm) en las diluciones adecuadas (Abs600 nm ≤ 1) y utilizando los controles sin inocular como 

blanco. Estos valores fueron utilizados para normalizar los resultados de actividad enzimática. Los 

sobrenadantes de cultivo libres de células (E) se obtuvieron centrifugando los cultivos a 10.000 g, 4 °C 

por 20 min y conservados a 4 °C, hasta su uso para evaluar las actividades enzimáticas xilanasa y 

CMCasa, a partir de XIN (Sigma) o CMC (baja viscosidad, Sigma) como describió previamente Ghio y 

col. (2018). Brevemente, las reacciones se llevaron a cabo en un volumen final de 100 µL con 0,5% (p/v) 

de XIN o 1% (p/v) de CMC (concentración saturante del sustrato) en buffer sodio-fosfato 50 mM pH 6, 

y 40 µL de E en diluciones adecuadas en agua destilada, incubando a 40 °C, 300 rpm durante 20 min 

(condiciones establecidas para el rango lineal de actividad). 

La liberación de azúcares reductores fue determinada mediante el método del ácido 3,5-

dinitrosalicílico (DNS) (Miller, 1959). Para ello, se incubaron 100 µL del producto de reacción de 

hidrólisis con 200 µL del reactivo ácido 3,5-dinitrosalicílico (DNS) (preparado según Miller, 1959), a 100 

°C por 10 min y se colocaron en hielo durante 10 min. Luego se pasaron 200 µL de la reacción a una 

placa de 96 pocillos de fondo plano y se midió la absorbancia a 540 nm utilizando un equipo lector de 

microplacas (Multiskan Spectrum o Multiskan™ Sky Microplate Spectrophotometer, Thermo Fisher 

Scientific). Los azúcares reductores liberados se determinaron como equivalentes de glucosa (para la 

actividad CMCasa) o xilosa (para la actividad xilanasa) mediante el método utilizando curvas de 

referencia estándar de glucosa o xilosa (entre 0,05 y 1 mg/mL). A los valores de absorbancia obtenidos 

se les restaron los correspondientes a los controles y los equivalentes de azúcares reductores en mg/mL 

se estimaron utilizando la ecuación de la curva lineal obtenida a partir de los valores de la curva de 

referencia. Todos los ensayos enzimáticos se realizaron por triplicado y los controles incluyeron 
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reacciones realizadas con los extractos enzimáticos sin sustrato y sustrato sin enzima, así como medios 

no inoculados. Los pasos de la metodología empleada se encuentran representados en la Figura M3. 

Figura M3: Esquema de obtención de sobrenadantes y evaluación de actividad actividad enzimática CMCasa y 

xilanasa. Los sobrenadantes (E) se obtuvieron de cultivos de mutantes seleccionadas y de la cepa original en 

medio LB (E-CsLB), o en medio mínimo suplementado con 1% (p/v) de salvado de trigo desgrasado (E-CsSTds) o 

CMC (E-CsCMC). CMC: carboximetilcelulosa. XIN: xilano de madera de haya. Figura realizada en plataforma 

Biorender (app.biorender.com). 

5. Producción de extractos enzimáticos extracelulares de Paenibacillus xylanivorans   

5. 1. Producción de extractos enzimáticos en matraces 

A partir del banco de P. xylanivorans en 25% glicerol a -80°C, se estriaron placas de LB-agar y a partir 

de colonias aisladas se inocularon cultivos iniciadores en 2 mL de medio LB, que se incubaron a 28 °C 

en un agitador orbital (Innova 42, New Brunswick) con agitación (200 rpm) por 24 hs, hasta alcanzar 

una Abs600 nm de aproximadamente 1,3.  

Para los cultivos en matraces, se inocularon 100 mL de MM sin fuente de carbono o suplementado con 

SAC, XIN, RAC, ST o BABe (en todos los casos 1% p/v o según se indica), en matraces de 500 mL con 

deflectores, con una dilución de los cultivos iniciadores correspondiente a una DO600 inicial estimada 

de 0,01 (1 mL en 100 mL, aproximadamente). Los cultivos se incubaron a 28 °C y 200 rpm en un agitador 

orbital (Innova 42, New Brunswick) hasta alcanzar el tiempo final indicado en cada caso. Se tomaron 

muestras (0,5 mL) al inicio (T0, post- inóculo) y en los tiempos indicados en cada caso. Los extractos 

enzimáticos extracelulares (E) se obtuvieron mediante centrifugación (10.000 g, 20 min, 4 °C) y se 

conservaron con azida sódica al 0,04% (v/v) a 4 °C hasta su uso o a -80 °C para almacenamiento a largo 

plazo. Todos los cultivos se realizaron por triplicado (salvo indicación diferente), en paralelo con 

controles de sustrato no inoculados. Los pasos de la metodología empleada se encuentran 

representados en la Figura M4. 

5. 2. Producción de extractos enzimáticos en biorreactores 

Para la producción de extractos enzimáticos en biorreactores, se utilizaron dos fuentes de carbono en 

modo de cultivo discontinuo. Se empleó un biorreactor de mesada de 2 L (Bioflo 310, New Brunswick 
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Scientific; Edison, NJ, EE. UU.) utilizando MM-1%ST como sustrato, con un volumen de cultivo final de 

1 L y un inóculo de 10 mL/L (cultivo iniciador en LB). La fermentación se llevó a cabo durante 24 hs a 

28 °C, con una agitación de 600 rpm y 1 volumen de aire filtrado (0,22 μm) burbujeado por volumen 

de cultivo por minuto (VVM). Se tomaron muestras (10 mL) al inicio (T0, post-inoculo) y al final (T24 

hs) del proceso (el extracto enzimático final correspondió al sobrenadante de cultivo de 24 hs y se 

denominó E-bPxST). Para el sustrato RAC, se utilizó un biorreactor de mesada de 7 L (Bioflo 110, New 

Brunswick Scientific), con un volumen de cultivo final de 2 L de MM-1%RAC. En este caso, la 

fermentación se realizó durante 72 hs utilizando las mismas condiciones descritas anteriormente: 28 

°C, agitación de 600 rpm y 1 VVM de aire. Se tomaron muestras (10 mL) al inicio (T0, post inóculo) y 

cada 24 hs, correspondiendo el extracto enzimático final al sobrenadante de cultivo de 72 hs (E-

bPxRAC). En ambas fermentaciones, el pH se midió utilizando electrodos de pH (Mettler-Toledo GmbH, 

Gießen, Hessen, Alemania), el contenido de oxígeno disuelto (OD) se determinó utilizando sondas 

polarográficas (InPro6110/320, Mettler-Toledo GmbH) y la formación de espuma se evitó añadiendo 

un 3% (v/v) de agente antiespumante 204 (Sigma-Aldrich). El pH del cultivo se reguló mediante la 

adición automática de HCl 3N y NaOH 3N. Los extractos enzimáticos extracelulares (E-bPxST y E-

bPxRAC) se obtuvieron mediante centrifugación (10.000 g, 20 min, 4 °C) y se conservaron con azida 

sódica al 0,04% (v/v) a 4 °C hasta su uso o a -80 °C para almacenamiento a largo plazo. Los pasos de la 

metodología empleada se encuentran representados en la Figura M4. 

Figura M4: Esquema de obtención de extractos enzimáticos extracelulares de Paenibacillus xylanivorans. 

Producción en matraces con deflectores y en biorreactores de sobremesada. MM: medio mínimo. ST: salvado de 

trigo. RAC: residuo agrícola de caña de azúcar. CMC: carboximetilcelulosa. XIN: xilano de madera de haya. Figura 

realizada en plataforma Biorender (app.biorender.com). 
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 5. 3. Estrategias de concentración y conservación de los extractos enzimáticos 

Para la liofilización, se congelaron 650 mL del extracto E-bPxST a -80 °C y se colocaron en un liofilizador 

(EDWARDS Super Modulyo Freeze Dryer, Thermo Electron Corp.), a una presión de vacío de 1 × 10−1 

mbar durante un máximo de 96 hs. Los extractos secos (EL) obtenidos se pesaron para calcular el 

rendimiento y se almacenaron a -20 °C. Para los ensayos enzimáticos, se obtuvo una fracción 

enzimática de EL diez veces concentrada en volumen (EL-10X) disolviendo EL en la cantidad adecuada 

de agua ultrapura. Alternativamente, se realizó una concentración por ultrafiltración utilizando 

Ultracel® 3K (Merck) y se obtuvo una fracción enzimática concentrada (EU) después de varias rondas 

de centrifugación (4.000 g, 30 min, 20 °C) hasta alcanzar una concentración volumétrica de 8 veces.  

5. 4. Espectrometría de masas de las proteínas secretadas 

La identificación de las proteínas secretadas se realizó mediante espectrometría de masas en las tres 

réplicas biológicas de cada cultivo de 72 hs de incubación en matraz que contenía las diferentes fuentes 

de carbono (E-PxSAC, E-PxXIN, E-PxRAC, E-PxST y E-PxBABe), y en las muestras de 24 hs de 

fermentación del biorreactor (E-bPxST), con un enfoque similar al descrito previamente por Piccinni y 

col. (2019).  

El contenido total de proteínas en cada muestra se cuantificó mediante el ensayo micro-BCA (kit micro-

BCA, Thermo Fisher Scientific), utilizando el medio de sustrato sin inocular como control.  La 

concentración de proteínas se estimó midiendo la absorbancia a 562 nm con un lector de microplacas 

(Multiskan Spectrum de Thermo Labsystems o Multiskan™ Sky Microplate Spectrophotometer). Las 

mediciones se realizaron por triplicado y la concentración de proteínas totales se determinó utilizando 

una curva lineal patrón de albúmina sérica bovina (BSA). 

Las proteínas presentes en el sobrenadante (5 mL) se redujeron con ditiotreitol (DTT) 10 mM durante 

45 min a 56 °C en baño de agua. Luego se alquilaron con iodoacetamida (20 mM) durante 45 min en 

oscuridad, seguido de precipitación con ácido tricloroacético (TCA) (10 % p/p), 16 hs a 4 °C. Luego, se 

centrifugaron las muestras y el pellet se lavó dos veces con 1/10 volúmenes de acetona, y se dejó secar 

por evaporación bajo campana de solventes. Las muestras fueron enviadas al CEQUIBIEM 

(http://cequibiem.qb.fcen.uba.ar/) para el análisis por espectrometría de masas según sus protocolos 

estándar. Brevemente, las proteínas se digirieron con tripsina durante la noche a 37 °C y los digestos se 

analizaron mediante nano LC-MS/MS en un espectrómetro de masas Thermo Scientific QExactive 

acoplado a un nano HPLC EASY-nLC 1000 (Thermo Fisher Scientific). El equipo MS cuenta con una celda 

de disociación de alta colisión (HCD) para fragmentación y un analizador Orbitrap (Thermo Fisher 

Scientific; Q-Exactive). Los datos se adquirieron utilizando el software XCALIBUR 3.0.63 (Thermo Fisher 

http://cequibiem.qb.fcen.uba.ar/
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Scientific). Los datos brutos de Q-Exactive se procesaron con el software PROTEOME DISCOVERER 

(versión 2.1.1.21, Thermo Fisher Scientific) y se compararon con la base de datos de secuencias UniProt 

de P. xylanivorans, con especificidad para tripsina y un máximo de una escisión fallida por péptido. Los 

resultados de las proteínas se filtraron para obtener coincidencias de péptidos de alta confianza, con 

una tasa máxima de descubrimiento falso de proteínas y péptidos del 1%, calculada mediante una 

estrategia de base de datos inversa. La detección de al menos dos péptidos únicos se consideró segura 

para la identificación de la proteína.  

Para la estimación de la abundancia relativa, se utilizó el índice de abundancia proteica emPAI, 

calculado por Sequest a partir de los datos de identificación de proteínas de toda la muestra. El 

contenido proteico expresado en porcentaje molar (emPAI%) se calculó utilizando la ecuación Eq 3 

(Ishihama y col., 2005; Shinoda y col., 2010).  

(Eq 3) 𝑒𝑚𝑃𝐴𝐼 (%) =
𝑒𝑚𝑃𝐴𝐼

∑ (𝑒𝑚𝑃𝐴𝐼)
 ∗  100 

Los pasos de la metodología empleada se encuentran representados en la Figura M5. 

Figura M5: Esquema de obtención de extractos enzimáticos extracelulares de Paenibacillus xylanivorans para 

proteómica. Producción en matraces con deflectores (cultivos de 72 hs) y en biorreactor de sobremesada (cultivo 

de 24 hs). MM: medio mínimo. ST: salvado de trigo. Figura realizada en plataforma Biorender 

(app.biorender.com). 
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5. 5. Análisis de actividad enzimática de los sobrenadantes de cultivo 

5. 5. a. Determinación de azucares reductores por el método de reducción del ácido 

dinitrosalisílico (DNS) 

Se determinaron las actividades xilanasa, CMCasa, β-glucanasa y α-amilasa en los sobrenadantes de 

cultivo obtenidos. Los sustratos utilizados fueron XIN, CMC, βGC y/o αG mediante metodología 

previamente establecida en el grupo de trabajo (Ghio y col., 2018). Brevemente, las reacciones se 

llevaron a cabo en un volumen final de 100 µL con 0,5% (p/v) de XIN/βG/αG o 1% (p/v) de CMC en 

buffer sodio-fosfato 50 mM pH 6, y 40 µL de extracto enzimático (E) en diluciones adecuadas en agua 

destilada, de manera de que la absorbancia obtenida esté comprendida en la curva lineal de referencia 

de glucosa (para glucanos y CMC) o xilosa (para XIN). Las reacciones se incubaron a 45 °C, 300 rpm 

durante 30 min. La liberación de azúcares reductores fue determinada mediante el método del DNS 

como se describió en la sección 4. 3 (pp. 43). Los azúcares reductores liberados se determinaron como 

equivalentes de glucosa para las actividades CMCasa, β-glucanasa y α-amilasa o xilosa para la actividad 

xilanasa.  

El efecto del pH sobre la actividad xilanasa y β-glucanasa se evaluó realizando las reacciones a 45 °C, 

300 rpm por 30 min en buffer citrato-fosfato (pH 3-8) y buffer TRIS (pH 8-10) preparados según 

protocolo Sigma-Aldrich (detalle de los protocolos disponibles en Centro de referencia de las 

disoluciones tampón). El efecto de la temperatura se evaluó a un pH 5,5, 300 rpm por 30 min, en un 

rango de temperaturas de 30 °C a 75 °C. La estabilidad térmica del E se evaluó por pre-incubación de 

este en buffer a pH óptimo y a diferentes temperaturas (45 °C, 50 °C y 60 °C), con la toma periódica de 

muestras para la medición de la reacción enzimática correspondiente, en las condiciones indicadas 

previamente (45 °C, 300 rpm durante 30 min). Los resultados se expresaron como actividad enzimática 

residual en base a la inicial, es decir al porcentaje (%) de actividad respecto de la actividad máxima sin 

pre-incubar (100%). 

Todos los ensayos enzimáticos se realizaron por triplicado y los controles incluyeron reacciones 

realizadas con enzima sin sustrato y sustrato sin enzima, así como extractos enzimáticos de medios no 

inoculados. 

5. 5. b. Cálculo de unidades enzimáticas con azúcares reductores 

Las unidades enzimáticas (UI/mL) se determinaron según la ecuación Eq 4 en las concentraciones de 

extracto enzimático y en el tiempo para los cuales la reacción es lineal. Se definen como la cantidad de 

extracto enzimático que libera 1 µmol de azúcares reductores (equivalentes de xilosa o glucosa) en 1 

https://www.sigmaaldrich.com/AR/es/technical-documents/protocol/protein-biology/protein-concentration-and-buffer-exchange/buffer-reference-center
https://www.sigmaaldrich.com/AR/es/technical-documents/protocol/protein-biology/protein-concentration-and-buffer-exchange/buffer-reference-center
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min, a la temperatura y pH de la reacción. La actividad específica (UI/mg) se determinó en base a la 

concentración de proteínas totales, previamente establecidas por el método de micro-BCA descrito en 

la sección 5. 4 (pp. 46). Los pasos de la metodología empleada se encuentran representados en la Figura 

M4.  

(Eq 4) 𝑈𝑛𝑖𝑑𝑎𝑑𝑒𝑠 𝑒𝑛𝑧𝑖𝑚á𝑡𝑖𝑐𝑎𝑠 (𝑈𝐼/𝑚𝐿) =
𝑎𝑧ú𝑐𝑎𝑟𝑒𝑠 𝑟𝑒𝑑𝑢𝑐𝑡𝑜𝑟𝑒𝑠 (𝑚𝑔/𝑚𝐿) ∗ 𝑉𝑟 (𝑚𝐿) ∗ 𝐹𝐷

𝑃𝑀 (𝑚𝑔/𝑚𝐿) ∗ 𝑇 (𝑚𝑖𝑛) ∗ 𝑉𝑒 (𝑚𝐿)
 

Abreviaturas: Vr: volumen de reacción; Ve: volumen de enzima, T= tiempo de reacción; PM: peso 

molecular de la glucosa (0,180 mg/µmol) o xilosa (0,150 mg/µmol); FD: factor de dilución del stock de 

enzima. 

5. 6. Hidrólisis enzimática de xilanos comerciales y biomasa lignocelulósica  

Los sustratos comerciales utilizados fueron XIN (P-XYLNBE, Megazyme), INX (proporcionado por 

Lenzing AG, Austria), OAX (viscosidad media, Sigma) y WAX (viscosidad media, P-WAXYM, Megazyme). 

Los ensayos de hidrólisis se llevaron a cabo en un volumen final de 1 mL con 5% (p/v) de sustrato en 

buffer sodio-fosfato 50 mM pH 6 y 500 UIXyn/gbiomasa de E-bPxSTL -10x, incubando a 45 °C, 700 rpm 

durante 24 hs. Se utilizó el cóctel xilanolítico comercial NS22244 (Novozymes) como control a la misma 

dosis unitaria de actividad xilanasa (500 UIXyn/gbiomasa). La biomasa lignocelulósica utilizada fue el 

residuo agrícola de caña de azúcar pretratado por extrusión alcalina (RACe). Brevemente, las 

reacciones se realizaron a 40 °C y 700 rpm durante 24 hs en un volumen final de 1 mL con 5% (p/v) 

RACe seco en buffer sodio-fosfato 50 mM y diferentes enzimas: 500 UIxyn/gbiomasa de E-bPxSTL -10x (0,8 

mg/mL); E-bPxSTL -10x suplementado con 0,125 mg/mL de CsAbf62A y/o EcXyl43 (que corresponden a 

0,32 UIAbf/gbiomasa y/o 1,3 UIXyl/gbiomasa, respectivamente). Las enzimas recombinantes CsAbf62A de 

Cellulomonas sp. B6 y EcXyl43 de Enterobacter sp., se produjeron como se describió previamente 

(Campos y col., 2014; Ontañon y col., 2018; Garrido y col., 2022). Se utilizó el cóctel xilanolítico 

comercial NS22002 (Novozymes) en una dosis equivalente en función de la actividad xilanasa (500 

UIXyn/gbiomasa). Todas las reacciones de hidrolisis se detuvieron mediante incubación a 100 °C durante 10 

min y, a continuación, se centrifugaron a 10.000 g durante 20 min. El sobrenadante obtenido se 

conservó a -20 °C para el análisis posterior según se indica en cada caso y corresponde a los productos 

solubles de hidrólisis. 

5. 7. Métodos cromatográficos para el análisis y cuantificación de azúcares  

Los sobrenadantes correspondientes a la hidrólisis de los diferentes xilanos comerciales se analizaron 

mediante cromatografía de intercambio aniónico de alta resolución con detección amperométrica 

pulsada (HPAEC-PAD), mientras que los sobrenadantes de las reacciones sobre RACe se utilizaron para 
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determinar xilosa (kit de ensayo de D-xilosa, Megazyme), glucosa (kit de glucemia, Wiener Lab) y L-

arabinosa (kit de ensayo de L-arabinosa/D-galactosa, Megazyme) y los productos de hidrólisis fueron 

visualizados mediante cromatografía en capa fina (TLC). 

5. 7. a. Análisis de azúcares por cromatografía de intercambio aniónico de alto rendimiento 

con detección amperométrica pulsada (HPAEC-PAD) 

Los productos de hidrólisis fueron filtrados (filtros de Nylon 45 µm) y se analizaron mediante HPAEC-

PAD utilizando una columna Dionex CarboPac PA1 (Thermo Fisher Scientifc) en un equipo Dionex ICS-

3000 (Thermo Fisher Scientifc). Tras equilibrar la columna con NaOH 50 mM durante 5 min, se 

inyectaron alícuotas de muestra de 20 μL y se separaron a un caudal de 0,4 mL/min a una temperatura 

constante de 30 °C. La elución comenzó con un flujo isocrático inicial de NaOH 100 mM, seguido de un 

gradiente de acetato de sodio de 0-200 mM en NaOH 100 mM, utilizando detección amperométrica 

pulsada. Los estándares de xilosa (X1), arabinosa y xilobiosa (X2) se procesaron en las mismas 

condiciones para permitir la detección y cuantificación mediante curvas estándar de 0,03 mg/mL a 1 

mg/mL de cada azúcar (condiciones lineales). Se utilizó el software Chromeleon (Thermo Fisher 

Scientifc) para el procesamiento y la adquisición de datos. Las áreas de los picos integrados se 

compararon con los estándares. 

5. 7. b. Cromatografía en capa delgada (TLC) 

El perfil de azúcares generado luego de las reacciones de hidrólisis se analizó cualitativamente por 

cromatografía en capa delgada en placas de silica gel (Merk). Las muestras y los azúcares estándares 

(0,25 mg/mL) se sembraron (2,5 µL) en un extremo de la placa a 1 cm del borde inferior y separadas 

entre sí por 1 cm, se dejaron secar durante 15 min a 30 °C. La placa sembrada se colocó en posición 

vertical dentro de una cuba de vidrio previamente saturada por incubación durante 2 hs con una 

solución solvente de butanol:ácido acético:agua (2:1:1). Cada placa se incubó permitiendo el ascenso 

del solvente por la misma, hasta alcanzar 1 cm por debajo del borde superior de la placa (2 hs 

aproximadamente), se retiró de la cuba y se dejó secar. Luego se repitió la corrida en las mismas 

condiciones y se secó la placa nuevamente. Por último, las placas se rociaron con una solución de 

agua:etanol:ácido sulfúrico (20:70:3) con orcinol al 1% (p/v) (Sigma-Aldrich). Se secaron nuevamente y 

se calentaron suavemente con una pistola de calor hasta que los azúcares se hicieron visibles. hexosas 

y pentosas). Todo el procedimiento se realizó dentro de una campana de extracción de vapores. Se 

realizó el registro fotográfico utilizando un sistema de documentación y análisis de geles G-Box Chemi 

HR16 (Syngene).   
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5. 7. c. Determinación colorimétrica de monosacáridos 

Las concentraciones de glucosa, xilosa y arabinosa en los sobrenadantes correspondiente a la hidrólisis 

de RACe se determinaron empleando kits enzimáticos comerciales específicos para cada tipo de azúcar. 

Para glucosa se empleó un kit de glucemia (Wiener Lab) siguiendo las indicaciones del fabricante 

adaptadas a una placa de 96 pocillos de fondo plano. Brevemente, 80 µL del reactivo y 20 µL de la 

muestra en la dilución adecuada y se incubó a 37 °C por 10 min. Luego se midió la absorbancia a 510 

nm utilizando un equipo lector de microplacas (Multiskan Spectrum o Multiskan™ Sky Microplate 

Spectrophotometer, Thermo Fisher Scientific). Las mediciones se realizaron por triplicado y la 

concentración de glucosa se determinó utilizando una curva lineal referencia de entre 0,05 y 1 mg/mL 

de glucosa. 

La xilosa y arabinosa se determinaron empleando los kits D-xilosa y L-arabinosa/D-galactosa de 

Megazyme, respectivamente, también adaptados a placa de 96 pocillos de fondo plano. Para xilosa, 5 

µL de sobrenadante se mezclaron con 141 µL de la solución X1 y se incubaron a 25 °C por 5 min. Se 

midió la absorbancia a 340 nm (lectura 1) utilizando un equipo lector de microplacas (Multiskan 

Spectrum o Multiskan™ Sky Microplate Spectrophotometer, Thermo Fisher Scientific). Luego se 

añadieron 2,5 µL del reactivo X2 y se incubó a 25 °C por 10 min. Se midió nuevamente la absorbancia 

a 340 nm (lectura 2). Para la determinación de arabinosa se mezclaron 115 µL de la solución A1 con 5 

µL de sobrenadante y se incubó a 25 °C por 3 min. Se registró la absorbancia a 340 nm (lectura 1). 

Luego se adicionó 1 µL del reactivo A2 y se incubó a 25 °C por 13 min. Se registró nuevamente la 

absorbancia a 340 nm (lectura 2). Todas las mediciones se realizaron por triplicado. Los valores de la 

lectura 1 obtenidos para cada caso fueron restados a los valores de la lectura 2, el valor final se empleó 

para calcular la concentración de xilosa o arabinosa utilizando una curva lineal de referencia de entre 

0,05 y 1 mg/mL de xilosa o arabinosa, respectivamente.   

5. 8. Cálculo del porcentaje de conversión de glucanos o xilanos 

El porcentaje (%) de conversión corresponde al porcentaje de glucosa o xilosa que estaba formando 

parte del polímero y ahora se encuentra en estado libre. Se emplea un factor de corrección entre el 

monómero libre y cuando está formando parte del polímero, que corresponde a la molécula de agua. 

Para ello se aplica la ecuación Eq 5, siendo FC el factor de deshidratación (0,89 para xilosa o arabinosa, 

0,94 para xilobiosa y 0,90 para glucosa). 

(Eq 5)  % 𝐶𝑜𝑛𝑣𝑒𝑟𝑠𝑖ó𝑛 =
([𝑎𝑧ú𝑐𝑎𝑟 𝑓𝑖𝑛𝑎𝑙 (𝑚𝑔/𝑚𝐿)] ∗ 𝐹𝐶 ∗100

[𝑎𝑧ú𝑐𝑎𝑟 𝑖𝑛𝑖𝑐𝑖𝑎𝑙 (𝑚𝑔/𝑚𝐿)]
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En el caso de biomasa o sustratos compuestos, se considera la composición porcentual de glucanos, 

xilanos o arabinanos que presentan para determinar la concentración inicial de azúcares.  

6. Análisis in sílico de secuencias de glicosil hidrolasas de la familia GH30 de P. xylanivorans 

6. 1. Porcentaje de identidad de secuencias y agrupamiento en redes de subfamilias 

Se analizó la homología de las secuencias A0A0M9BKV0 y A0A0M9BS59 con aquellas secuencias de 

enzimas caracterizadas y depositadas en la base de datos CAZy (https://www.cazy.org/GH30.html). 

Para ello se contrastaron las secuencias aminoacídicas completas utilizando la herramienta 

bioinformática BLASTp del NCBI (disponible en https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). La secuencia 

A0A0M9BKV0 se comparó contra B1P195 de Bifidobacterium breve (Hyun y col., 2012) y E3TBJ4 de una 

bacteria del rumen no cultivable (Zhou y col., 2012); mientras que la secuencia A0A0M9BS59 se 

contrató contra A3DJS9 de Clostridium thermocellum (Verma y Goyal, 2016), O24852 de Aeromonas 

caviae (Suzuki y col., 1997), H1ACZ7 de Bacillus licheniformis (Sakka y col., 2012), E1ACF9 de Bacillus 

sp. (Gallardo y col., 2010), Q45070 y H3K352 de Bacillus subtilis (Nishitani y Nevins, 1991; Park y col., 

2012), A7M005 de Bacteroides ovatus (Rogowski y col., 2014), D2KFJ5 y A0A9E8BZS4 de 

Cellulosilyticum ruminicola (Cai y col., 2010; Liu y col., 2023), Q97TI2 de Clostridium acetobutylicum 

(Crooks y col., 2020), Q46961 de Dickeya chrysanthemi (Keen y Henrissat, 1996), I6Z823 de 

Melioribacter roseus (Rakitin y col., 2015), H6WCZ0 de Paenibacillus barcinonensis (Valenzuela y col., 

2012), U6BPI6 de Paenibacillus favisporus (Padilha y col., 2014), P70733 Paenibacillus sp. (Dung y col., 

1993), F1TBY8 de Ruminiclostridium papyrosolvens (St John y col., 2014), D4LE58 de Ruminococcus 

champanellensis (Moraï y col., 2016), L7EXY1 de Streptomyces turgidiscabies (Maehara y col., 2018) y  

A0A1S5Y207 de una bacteria no cultivable (Ellilä y col., 2019). 

Además, se construyó una Red de Similitud de Secuencias (SSN) utilizando la Herramienta de Similitud 

de Enzimas (EFI-EST, Zallot y col., 2019) y se visualizó con Cytoscape versión 3.9.1 (Kohl y col., 2011). 

Este análisis fue llevado a cabo por la Dra. Hebe Dionisi, quien colabora con el grupo de trabajo. 

Brevemente, el análisis incluyó secuencias de la familia GH30 de la base de datos CAZy (Drula y col., 

2022), previa eliminación de secuencias redundantes mediante agrupamiento utilizando un punto de 

corte de identidad de secuencia del 100% en CD-HIT (Huang y col., 2010), y las seis secuencias proteicas 

de esta familia codificadas en el genoma de P. xylanivorans (A0A0M9BLT9, A0A0M9BMA0, 

A0A0N0C4N1, WP_053781470, A0A0M9BS59 y A0A0M9BKV0). Los alineamientos de secuencias se 

realizaron con Clustal ω (Larkin y col., 2007) en Jalview (Waterhouse y col., 2009). Los análisis 

filogenéticos se realizaron en MEGAX (Kumar y col., 2018), utilizando el método de máxima 

https://www.cazy.org/GH30.html
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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verosimilitud con el mejor modelo identificado por el programa para cada grupo de secuencias, y un 

bootstrap de 100. 

6. 2. Alineamiento múltiple 

Se realizó un alineamiento múltiple de los módulos catalíticos utilizando la plataforma Clustal ω 

(Madeira y col., 2022), comparando la secuencia A0A0M9BKV0 (PxXyn30_8) con secuencias de GH30_8 

caracterizadas y depositadas en la base de datos CAZy con las que presentó más del 75% de homología. 

Las secuencias empleadas fueron: H1ACZ7 de Bacillus licheniformis (Sakka y col., 2012), E1ACF9 de 

Bacillus sp. (Gallardo y col., 2010), Q45070 y H3K352 de Bacillus subtilis (Nishitani y Nevins, 1991; Park 

y col., 2012), H6WCZ0 de Paenibacillus barcinonensis (Valenzuela y col., 2012), U6BPI6 de Paenibacillus 

favisporus (Padilha y col., 2014) y P70733 Paenibacillus sp. (Dung y col., 1993). Las estructuras 

secundarias (láminas β y hélices α) fueron predichas empleando la información de la proteína 

cristalizada de Paenibacillus barcinonensis (PDB N° 4QAW, Sainz-Polo y col., 2014). El alineamiento se 

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

7. Métodos para la amplificación y clonado de secuencias codificantes 

7. 1. Condiciones de cultivo y extracción de ADN genómico de P. xylanivorans 

Utilizando una colonia aislada del aislamiento P. xylanivorans A59 se inocularon 3 mL de medio LB 

líquido y se incubó a 28 °C y 200 rpm. Pasadas 16 hs se cosechó 1 mL del cultivo y se realizó una 

extracción de ADN genómico del pellet obtenido utilizando el kit comercial Genomic DNA Purification 

Kit (Promega), siguiendo las instrucciones especificadas para bacterias Gram positivas. Brevemente, las 

células se resuspendieron en 480 µL de EDTA 50 mM y posteriormente se añadió 120 µL de enzimas 

líticas (Cf= 5 mg/mL, 12 µL de Lisozima 50 mg/ml + 108 µL H2O ultrapura estéril). La suspensión se 

incubó a 37 °C durante 30-60 min, se centrifugó a 13.000 g por 2 min y se descartó el sobrenadante. 

Luego, se añadieron 600 µl de solución de lisis nuclear y se resuspendieron las células, incubando 

posteriormente a 80 °C durante 5 min para lograr la lisis, seguido de enfriamiento a temperatura 

ambiente. Se incorporaron 3 µl de RNasa, mezclando por inversión, y se incubó la muestra a 37 °C 

durante 15-60 min, permitiendo luego el enfriamiento. El lisado tratado se combinó con 200 µl de 

solución de precipitación de proteínas, se mezcló vigorosamente en vórtex durante 20 seg y se incubó 

en hielo por 5 min antes de centrifugar nuevamente a 13.000 g durante 3 min. El sobrenadante 

obtenido, que contenía el ADN, se transfirió cuidadosamente a un tubo limpio con 600 µl de 

isopropanol, mezclando por inversión hasta visualizar la formación de filamentos; cuando se 

observaron, estos se recuperaron con varilla de vidrio y se transfirieron directamente a 600 µl de etanol 

al 70%. Tras centrifugar 2 min a 13.000 g, se descartó el sobrenadante, se lavó el pellet con 600 µl de 
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etanol al 70% mediante inversión suave y se centrifugó nuevamente en las mismas condiciones. El 

etanol se retiró con cuidado y el pellet de ADN genómico (ADNg) se dejó secar al aire durante 10-15 

min. Luego, se añadieron 100 µl de solución de rehidratación para incubar a 55 °C durante 1 h (o 

alternativamente durante la noche a temperatura ambiente o 4 °C). Finalmente, el ADNg purificado se 

conservó entre 2 y 8 °C. 

7. 2. Amplificación de fragmentos de ADN por reacción en cadena de la polimerasa (PCR) 

Las reacciones de PCR se efectuaron en un termociclador MiniAmp Plus (Thermo Fisher Scientific) en 

un volumen final de 50 µL, conteniendo 60 ng de ADNg molde, buffer de reacción 1X (Promega), 0,2 

mM dNTPs (dATP, dGTP, dCTP y dTTP) (Promega), 0,4 µM de oligonucleótidos iniciadores específicos 

(Genbiotech) y 0,025 U/µL de enzima Go-Taq (Promega). Las muestras se amplificaron usando 30 ciclos 

de 30 seg a 95 °C, 30 seg ensayando tres temperaturas (50 °C, 52 °C y 55 °C) cercanas a las 

correspondientes a la de hibridación de los oligonucleótidos iniciadores determinados (Tabla M4, 

Anexo 1) y luego 1 min y 30 seg a 72 °C, dado el tamaño del amplicón (1 min cada 1000 pb). Se incluyó 

un paso inicial de desnaturalización de 2 min a 95 °C y un paso final de 10 min a 72 °C para completar 

la polimerización. El tamaño esperado de cada amplicón se especifica en la Tabla M4. 

Tabla M4: Oligonucleótidos cebadores utilizados para la amplificación de los genes pxxyn30_8 y pxxyl30_2. 

Gen 
(oligonucleótido) 

Secuencia 5´-3´* 
Temperatura de 
hibridación (° C)  

Tamaño del 
amplicón (pb) 

pxxyn30_8 
(PxGH30_8 Fw) 

AAAGGATCCGCGAATGATGTAACGATTAACCT 60,54 
1272 

pxxyn30_8 
(PxGH30_8 Rv) 

AAACTCGAGTTATCAATTGCCTGCTATCTGG 60,40 

pxxyl30_2 
(PxGH30_2 Fw) 

AAAGGATCCCTGACGTTACATGGCTATTCC 61,62 
1353 

pxxyl30_2 
(PxGH30_2 Rv) 

AAACTCGAGTTACTAGCCTTCCGAGACAACA 61,73 

* los sitios de corte con enzimas de restricción se encuentran subrayados: GGATCC para BamHI y CTCGAG para 

XhoI. 

7. 3. Purificación de fragmentos de ADN a partir de geles de agarosa 

Los productos de PCR amplificados se separaron por electroforesis en geles de agarosa 0,8% (p/v) (en 

solución TAE 1X con 0,5 µg/mL de bromuro de etidio) y se identificaron de acuerdo con el tamaño 

esperado por comparación con un marcador de peso molecular conocido. Las muestras se prepararon 

para sembrar con buffer de siembra de ADN 5X y las corridas electroforéticas se realizaron a 100 V en 

buffer TAE 1X, a temperatura ambiente. Los geles se revelaron por exposición a luz UV y las bandas de 
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interés se cortaron del gel para purificar el ADN siguiendo las instrucciones de un kit comercial (Wizard 

SV Gel and PCR Clean-Up System, Promega) basado en la unión diferencial del ADN a una matriz de 

silica. Los productos se eluyeron de dicha matriz con 30 µL de H2O libre de nucleasas. 

7. 4. Preparación de células quimio-competentes de Escherichia coli y transformación 

Las células de E. coli (DH5α, BL21 o Rosetta) quimio-competentes se obtuvieron utilizando el método 

de Hanahan (1983). Para ello, se tomó una colonia aislada de una placa LB agar y se creció en 5 mL de 

medio LB líquido (suplementado con el antibiótico correspondiente en caso de que la cepa lo requiera) 

a 37 °C con agitación durante toda la noche y luego se re-inocularon 2 mL de este en 100 mL de medio 

LB líquido (inoculación 1/50). El cultivo se incubó a 200 rpm a 37 °C hasta alcanzar una densidad óptica 

a 600 nm (DO600) de 0,4-0,6. Se enfrió en hielo durante 5 min y luego se centrifugó a 3.000 g durante 5 

min a 4 °C. El precipitado de bacterias se resuspendió suavemente en 40 mL de solución TFB I fría, 

manteniendo siempre en hielo. Se volvió a centrifugar a 3.000 g durante 5 min a 4 °C y el precipitado 

se resuspendió en 4 mL de solución TFB II fría. Se incubó en hielo durante 5 min y se distribuyeron 

alícuotas de 100 µL que se conservaron a -80 °C. 

Para cada transformación, se incubaron 5 a 10 µL de ADN plasmídico o de las reacciones de ligación 

(20-100 ng) con 100 μL de células quimio-competentes durante 20 min en hielo. La transformación se 

realizó por shock térmico mediante el pasaje rápido de la mezcla de ADN y bacterias a 42 °C durante 2 

min, seguido de una incubación en hielo durante 10 min. Las bacterias se recuperaron en 0,9 mL de 

medio LB líquido sin antibióticos durante 50 min a 37 °C. Se plaquearon 100 µL del cultivo en placas 

con medio LB agar suplementado con el antibiótico correspondiente para la selección de los 

transformantes según la resistencia otorgada por cada plásmido utilizado (100 μg/mL de Amp, 50 

μg/mL de Km). El resto del cultivo se centrifugó a 10 min a 5.000 g y las bacterias resuspendidas en 100 

µL del medio se plaquearon. Las placas se incubaron a 37 °C over night (16 hs). 

7. 5. Clonado de secuencias nucleotídicas amplificadas por PCR en el vector pGEMT-Easy 

(Promega) 

El vector pGEMT-Easy (Promega) permite la ligación de un producto de PCR amplificado utilizando 

polimerasas que dejan una adenina protruyente en el amplicón, como la enzima Taq Polimerasa. La 

ligación de los productos de PCR se realizó incubando 50 ng de plásmido con una relación molar vector: 

inserto de 1:5, en presencia de 3 U de T4 ADN Ligasa (Promega) en el respectivo buffer de ligación 

(Quick ligation buffer, Promega), over night (16 hs) a 4 °C y se utilizaron para transformar células quimio-

competentes de la cepa DH5α de E. coli (Thermo Fisher Scientific) (ver sección 7. 4, pp. 55). Los pasos 

de la metodología empleada se encuentran representados en la Figura M6. 
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Figura M6: Esquema representativo de los pasos del proceso de clonado de insertos de interés en el pGEM®-T 

Easy. Amp: ampicilina. IPTG: isopropil-β-D-1-tiogalactopiranósido. X-Gal: 5-Bromo-4-Chloro-3-Indolyl β-D-

Galactopyranoside. Figura realizada en plataforma Biorender (app.biorender.com).  

7. 6. Purificación de ADN plasmídico (miniprep) 

Para la extracción de ADN plasmídico se inoculó una colonia positiva aislada en 3 mL de medio LB 

suplementado con el antibiótico correspondiente y se incubó a 37 °C durante toda la noche. Al día 

siguiente, las bacterias se centrifugaron durante 2 min a 12.000 g. Para las preparaciones a utilizarse 

en reacciones de ligación o para secuenciación, el precipitado se trató utilizando el sistema de 

purificación Wizard Genomic DNA Purification Kit (Promega) de acuerdo con el protocolo suministrado 

con el mismo. Para las preparaciones a utilizarse en screening de colonias, el precipitado se resuspendió 

en 300 µL de solución de resuspensión. Luego, se agregaron 300 µL de solución de lisis, se mezcló por 

inversión y se incubó en hielo 5 min. A continuación, se agregaron 300 µL de solución de neutralización, 

y se incubó en hielo durante 5 min. Se centrifugó por 10 min a 12.000 g a 4 °C. El sobrenadante se 

trasvasó a otro tubo y el ADN plasmídico se precipitó con 0,6 X volúmenes de isopropanol y se mezcló 

por inversión. Se centrifugó durante 10 min a 12.000 g a temperatura ambiente y se descartó el 

sobrenadante. El precipitado se lavó dos veces con 500 µL de etanol 70% y se centrifugó nuevamente 

por 5 min a 12.000 g. Se descartó el sobrenadante y se dejó secar el precipitado, para luego 

resuspenderlo en 30 µL de H2O libre de nucleasa con 1 µL de RNAsa 4 mg/mL (Inbio Highway). 

7. 7. Digestión con enzimas de restricción y desfosforilación de extremos compatibles 

Las digestiones con endonucleasas de restricción se realizaron tratando 20 µg de plásmido con 5 U de 

enzima de restricción según corresponda (BamHI/XhoI) utilizando los buffers y condiciones de reacción 

especificados por la empresa proveedora (Promega). Los productos de la digestión se analizaron por 

electroforesis en geles de agarosa al 0,8% (p/v), con bromuro de etidio. Los plásmidos linealizados y los 

fragmentos de interés (insertos) se cortaron del gel y purificaron utilizando el sistema comercial Wizard 

SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega). 
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Los fragmentos de ADN digeridos se desfosforilaron previamente a la reacción de ligación utilizando la 

fosfatasa alcalina SAP (Shrimp Alkaline Phosphatase, Promega), en las condiciones indicadas por el 

fabricante.  

7. 8. Clonado de insertos de interés con extremos en el vector pET28a (Novagen) 

Se utilizaron 50 ng del vector pET28a (Novagen) y los ng de ADN (inserto) necesarios para lograr una 

relación molar de vector:inserto de 1:3, y se incubaron con 3 U la enzima T4 ADN ligasa (Promega), en 

las condiciones de reacción y buffer provistos por el proveedor. El producto de ligación se utilizó para 

transformar células quimio-competentes de la cepa DH5α de E. coli (Thermo Fisher Scientific) (ver 

sección 7. 4, pp. 55). Los pasos de la metodología empleada se encuentran representados en la Figura 

M7. 

Figura M7: Esquema representativo de los pasos del proceso de clonado de insertos de interés en el vector de 

expresión pET28a (+). Km: Kanamicina. Figura realizada en plataforma Biorender (app.biorender.com).  

7. 9. Selección de clones recombinantes de E. coli 

En el caso de los clonados en el vector pGEMT-Easy, los clones positivos (colonias blancas) se 

seleccionaron mediante el crecimiento en placas de LB-agar suplementado con Amp, utilizando 

isopropil-β-D-1-tiogalactopiranósido (IPTG)/5-Bromo-4-Chloro-3-Indolyl β-D-Galactopyranoside (X-

Gal). Para los clonados en el vector pET28a, los clones positivos fueron identificados por PCR de colonia 

(colony PCR). Para ello, entre 5 y 10 colonias fueron seleccionadas y con el objetivo de extraer su ADN 

se incubaron en 30 µL de agua libre de nucleasas a 100 °C durante 5 min. Luego, se realizó una PCR en 

volumen final 10 µL y temperatura de hibridación 55 °C conforme lo descripto en la sección 7. 2 (pp. 
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54). Los productos de amplificación se analizaron en gel de agarosa 0,8% (p/v), con bromuro de etidio. 

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

del ADN plasmídico utilizando el sistema de purificación Wizard Genomic DNA Purification Kit 

(Promega) (ver sección 7. 6, pp. 56). La identidad y correcta inserción de los fragmentos de ADN en el 

sitio de clonado correspondiente se confirmó por secuenciación con los oligonucleótidos promotor T7 

y terminador T7 para pET28a, utilizando los servicios de la empresa Macrogen (Corea).  

Con los plásmidos resultantes, denominados pET28a:GH30_2.1 y pET28a:GH30_8.5, se transformaron 

bacterias quimio-competentes E. coli BL21 (DE3) y/o E. coli Rosetta (Novagen) y se plaquearon en LB-

agar-Km y -Km/Cm, respectivamente (ver sección 7. 4, pp. 55). 

8. Producción de proteínas recombinantes, purificación y cuantificación 

Se inoculó una colonia transformada aislada (pET28a:GH30_2.1 o pET28a:GH30_8.5) en 5 mL de medio 

LB con Km 50 µg/mL (cepa BL21) o Km 50 µg/mL y Cm 34 µg/mL (cepa Rosetta) y se creció a 37 °C y 

200 rpm durante toda la noche (16 hs). Al día siguiente, se realizó una dilución 1/50 de este cultivo en 

medio LB con Km 50 µg/mL y se incubó a 37 °C hasta una DO600 de 0,5-0,8. Para la inducción del gen 

recombinante se adicionó IPTG 1M, en distintas concentraciones finales (entre 0,5 y 1 mM) y distintas 

temperaturas de incubación (30 °C para BL21 y 20 °C para Rosetta) para determinar las condiciones 

óptimas de expresión soluble de la proteína recombinante (ver detalle de cepas en Anexo 2). Luego de 

aproximadamente 20 hs de incubación se cosecharon las células del cultivo por centrifugación a 4.000 

g durante 30 min en frío y se descartó el sobrenadante. Las células cosechadas se resuspendieron en 

0,1 volúmenes de buffer de lisis, con respecto al cultivo inducido, y se sometieron a dos rondas de 

congelado y descongelado, a -80 °C y 24 °C, respectivamente. La suspensión se sonicó en un total de 6 

intervalos de 10 seg de pulso (30 amperes de intensidad) y con 10 seg de descanso entre ellos, durante 

2 min. La fracción citoplasmática soluble se recuperó por centrifugación a 10.000 g por 30 min a 4 °C, 

conservándose a -20 °C para su análisis por SDS-PAGE (ver sección 9, pp. 59) o para la posterior 

purificación de la proteína recombinante por cromatografía de afinidad por iones (IMAC) con resina de 

agarosa Ni-NTA.  

Las proteínas se purificaron mediante cromatografía de afinidad por iones (IMAC) con 0,5-1 mL de 

resina de agarosa Ni-NTA (Qiagen) en buffer de equilibrio pH 8, para lo cual se realizaron dos lavados 

con 4 mL de buffer de lavado y seis eluciones con 250-500 µL de buffer de elución (Tabla M2). Como 

soporte se utilizaron columnas de vidrio Econo-columns (Bio-Rad) que contienen, en la parte inferior, 

una cama de un polímero poroso que retiene partículas pequeñas y una llave de cierre. Los pasos de 

la metodología empleada se encuentran representados en la Figura M8. 
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Figura M8: Esquema de producción de proteínas recombinantes en E. coli. IPTG: isopropil-β-D-1-

tiogalactopiranósido. Km: kanamicina. Cm: cloranfenicol.  IMAC: cromatografía de afinidad por iones. Figura 

realizada en plataforma Biorender (app.biorender.com). 

9. Electroforesis de proteínas en geles desnaturalizantes de poliacrilamida (SDS-PAGE) 

Las muestras proteicas se desnaturalizaron en buffer de siembra de proteínas a 100 °C durante 5 min y 

se sembraron en geles desnaturalizantes discontinuos de SDS-poliacrilamida 12% (v/v) (SDS-PAGE) 

conforme a la técnica descripta por Laemmli (Laemmli, 1970). Para la corrida electroforética se utilizó 

el sistema Mini Protean III System (Bio-Rad) en buffer Laemmli aplicando una corriente constante de 

30 mA por el gel. Como marcador de peso molecular se utilizaron Precision Plus Protein Dual Color 

Standard (Bio-Rad) sembrando 3-6 µL. Los geles de poliacrilamida se revelaron por tinción con una 

solución 0,2% (p/v) del colorante Azul de Coomassie R250 en 10% (v/v) ácido acético, 45% (v/v) etanol 

por 30 min, seguida de una destinción con 10% (v/v) ácido acético, 40% (v/v) etanol por 3-4 hs con al 

menos dos cambios de solvente hasta lograr una diferenciación nítida de las bandas de proteínas. Se 

realizó el registro fotográfico utilizando un sistema de documentación y análisis de geles G-Box Chemi 

HR16 (Syngene).  

10. Ensayo de Western Blot 

Las proteínas separadas por SDS-PAGE (ver sección 9., pp. 59) se transfirieron a membranas de 

nitrocelulosa (Bio-Rad), a 100 V constantes, durante 60 min en buffer de transferencia, utilizando el 

sistema de transferencia Mini Trans-Blot (Bio-Rad). 
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Las membranas con las proteínas transferidas se bloquearon en 5% (p/v) leche descremada en TBS  1X 

(TBS 1X - 5% LD) durante 16 hs a 4° C. Transcurrida la incubación, se reemplazó la solución de bloqueo 

por el anticuerpo anti-His tag policlonal (His-tag Antibody, mAb, Mouse, Genscript) diluido 1/5.000 en 

TBS 1X - 5% LD (2 μL en 10 mL de TBS 1X - 5% LD) y se incubó 1 h a temperatura ambiente con agitación 

suave. Luego se realizaron 3 lavados de 10 min cada uno con TBS 1X y se incubó la membrana con un 

segundo anticuerpo conjugado a fosfatasa alcalina (Anti-Mouse IgG, AP, Sigma-Aldrich) diluido 

1/15.000 en TBS 1X - 5% LD (2 μL en 6 mL de TBS 1X - 5% LD) durante 1 h, seguido de 3 lavados de 10 

min cada uno con TBS 1X. Luego del último lavado con TBS 1X se incubó la membrana durante 5 min 

en solución BREFA y se revelaron los anticuerpos conjugados a fosfatasa alcalina utilizando como 

sustrato cromogénico una mezcla de 33 μL de NBT (Nitroblue Tetrazolium, 50 mg/mL, en 

dimetilformamida 70%, Promega) y 16,5 μL de BCIP (5 bromo-4 cloro-3 indoil fosfato, 50 mg/mL en 

dimetilformamida 100%, Promega) en 5 mL de solución BREFA. 

11. Cuantificación de proteínas totales en enzimas purificadas 

Se cuantificó la concentración de proteínas de las fracciones de elución resultantes utilizando los datos 

de peso molecular y coeficiente de extinción molecular de cada proteína recombinante (Anexo 1) en 

un espectrofotómetro Nanodrop 1000 (Thermo Scientific). Otro método empleado fue el de Bradford 

adaptado a microplacas (Bradford, 1976) con el reactivo Protein Assay Dye Reagent Concentrated (Bio-

Rad). Brevemente, 10 µL de muestra se mezclaron con 200 µL solución reactivo (dilución 1/5 en agua 

destilada). La concentración de proteínas se estimó midiendo con un lector de microplacas (Multiskan 

Spectrum de Thermo Labsystems o Multiskan™ Sky Microplate Spectrophotometer) la absorción del 

complejo colorante-enzima a 595 nm. Las mediciones se realizaron por triplicado y la concentración de 

proteína purificada se determinó utilizando una curva patrón de albúmina sérica bovina (BSA). 

12. Caracterización bioquímica y especificidad de sustrato de PxXyn30_8 y PxXyl30_2 

Todos los ensayos enzimáticos se realizaron por cuatriplicado y los controles incluyeron reacciones 

realizadas con enzima sin sustrato y sustrato sin enzima.   

12.1. Actividad xilanasa 

Las reacciones de prueba inicial para determinar actividad xilanolítica se llevaron a cabo en un volumen 

final de 100 µL con 0,5% (p/v) de XIN (Sigma) en buffer citrato-fosfato 50 mM pH 7, y 0,1 mg/mL de 

PxXyn30_8, incubando a 40 °C, 300 rpm durante 30 min.  
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El efecto del pH sobre la actividad enzimática se evaluó realizando las reacciones a 60 °C en buffer 

citrato-fosfato (pH 3-8) y buffer TRIS (pH 8-10). El efecto de la temperatura se evaluó a pH 6, en un 

rango de temperaturas entre 30 °C a 75 °C, determinando así las condiciones óptimas de reacción.  

La estabilidad térmica se evaluó por pre-incubación de la enzima purificada a diferentes temperaturas 

(30-60 °C), con la toma periódica de muestras para la medición de la actividad xilanasa sobre XIN en 

las condiciones óptimas establecidas (60 °C y pH 6). Los resultados se expresaron en base a la actividad 

enzimática residual, es decir al porcentaje (%) de actividad respecto de la actividad máxima (100%). 

Se ensayó también la actividad xilanasa sobre otros sustratos comerciales: 0,5% (p/v) XIN (Sigma), 0,5% 

(p/v) BAX (Megazyme), 0,5% (p/v) MeGX (Sigma), 0,5% (p/v) INX (Lenzing AG, Austria), 0,5% (p/v) WAX 

(baja viscosidad, Megazyme) o 2,5 mM pNP-X (Sigma). Las reacciones se realizaron en un volumen final 

de 100 μL utilizando enzima 0,08 μM de PxXyn30_8 (concentración final) y se incubaron a 60 °C y pH 6 

durante 10 min.  

Los azúcares reductores liberados se determinaron como equivalentes de xilosa mediante el método 

del DNS (ver sección 4. 3, pp. 43). Las unidades enzimáticas se calcularon utilizando los valores de 

azúcares reductores obtenidos y concentración de enzima purificada empleando la ecuación Eq 4, 

como se describió en la sección 5. 5. b. (pp. 48). 

Finalmente, se valuó la actividad xilanasa sobre biomasas lignocelulósicas, incluyendo BABe, EucaM, 

EucaS y RACe. Para ello se llevaron a cabo reacciones de 200 µL en 50 mM buffer citrato-fosfato pH 6 

utilizando 5% (p/v) de sustrato y 1 µM de PxXyn30_8, y se incubaron a 40 °C por 20 hs. Las reacciones 

se inactivaron a 100 °C durante 10 min y se centrifugaron para remover la biomasa residual (10.000 g 

por 15 min). Los sobrenadantes recuperados se emplearon para determinar el perfil de hidrolisis por 

TLC (ver sección 5. 7. b, pp. 50). 

12. 2. Actividad β-xilosidasa 

Las reacciones de prueba inicial para determinar actividad β-xilosidasa se llevaron a cabo en un 

volumen final de 100 µL con 2,5 mM de para-nitrofenil xilopiranósido (pNP-X) (Megazyme) en buffer 

citrato-fosfato 50 mM pH 7, y 0,1 mg/mL de PxXyl30_2, incubando a 40 °C, 300 rpm durante 30 min.  

El efecto del pH sobre la actividad enzimática se evaluó realizando las reacciones en buffer citrato-

fosfato (pH 4-8) a 40 °C. El efecto de la temperatura se evaluó a un pH 6,5, en un rango de temperaturas 

de 25 °C a 55 °C. La estabilidad térmica se evaluó por pre-incubación de la enzima purificada a 

diferentes temperaturas (30-40 °C), con la toma periódica de muestras para la medición de la reacción 
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enzimática correspondiente. Los resultados se expresaron en base a la actividad enzimática residual, 

es decir al porcentaje (%) de actividad respecto de la actividad máxima (100%). 

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

cada reacción se sembraron en microplacas, para medir la absorbancia a 410 nm en espectrofotómetro 

(Multiskan™ Sky Microplate Spectrophotometer). Se utilizó como estándar una curva patrón de p-

nitrofenol (pNP) (Sigma Aldrich), entre 0 y 1 mM, para determinar la concentración de pNP liberado en 

las reacciones como estimador de la actividad de la enzima. Finalmente, se calcularon las unidades 

enzimáticas utilizando los valores de pNP obtenidos. 

Las unidades enzimáticas (UI/mL) se determinaron según la ecuación Eq 6 y se definen como la cantidad 

de enzima que libera 1 µmol de pNP en 1 min a la temperatura y pH de la reacción.  

(Eq 6)  𝑈𝑛𝑖𝑑𝑎𝑑𝑒𝑠 𝑒𝑛𝑧𝑖𝑚á𝑡𝑖𝑐𝑎𝑠 (𝑈𝐼/𝑚𝐿) =
𝑝𝑁𝑃 (µ𝑚𝑜𝑙/𝑚𝐿) ∗ 𝑉𝑟 (𝑚𝐿) ∗ 𝐹𝐷

𝑇 (𝑚𝑖𝑛) ∗ 𝑉𝑒 (𝑚𝐿)
 

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

enzima; Ve: volumen de enzima.  

La actividad específica de las enzimas purificadas (UI/mg) se determinó en base a la concentración de 

proteínas, previamente establecidas por el método de Bradford (ver sección 11, pp. 60). 

La actividad β-xilosidasa/α-L-arabinofuranosidasa de PxXyl30_2 se ensayó sobre 1 mg/mL XOS, con 

grados de polimerización (GP) de 2 a 6 (X2-X6, Megazyme), 1,5 mg/mL de arabino-xilo-oligosacáridos 

(AXOS), incluyendo 2,3-α-L-arabinofuranosil-xilotriosa (A2XX) o 3,3-α-L-arabinofuranosil-xilotetroosa 

(XA3XX) (Megazyme).  

Además, se prepararon XOS y arabino-oligosacáridos (AOS) para ensayarlos como sustratos de 

PxXyl30_2.  Brevemente, para la obtención de los XOS se incubó 0,5% (p/v) de XIN con 0,5 µM de 

PxXyn10A o 2 µM de PxXyn11B (Ghio y col., 2019) a 45 °C, 400 rpm por 10 min. Las reacciones se 

detuvieron a 100 °C 10 min.  Para la preparación de AOS se incubaron 5 mg de AN con 1 mL ácido 

trifluoroacético (TFA) 0,05 M a 80 °C por 60 min y se siguieron los pasos como se describe en Shi y col. 

(2020) y se ajustó el pH a neutro (pH 7).  

Las reacciones sobre los XOS y AOS se realizaron en un volumen final de 100 µL a pH 6,5 utilizando 0,02 

μM o 2 μM de PxXyl30_2 y se incubaron a 40 °C y 300 rpm durante 60 min o a 30 °C y 300 rpm por 20 

hs, según se indique en cada caso. 
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Asimismo, la adición de NAD+ (Solución 2 del kit de ensayo de L-arabinosa/D-galactosa, Megazyme) 

como cofactor de la actividad enzimática de PxXyl30_2 se ensayó utilizando xilobiosa (X2) (Sigma) como 

sustrato. Las reacciones se llevaron a cabo en un volumen final de 20 µL empleando 1 mg/mL de X2 en 

50 mM buffer citrato-fosfato pH 6,5 y 0,1 mg/mL de enzima (concentración final), y se incubaron a 30 

°C y 300 rpm por 20 hs.  

La actividad de PxXyl30_2 también fue ensayada sobre 5% (p/v) ST como suplemento del extracto E-

PxST. Las reacciones se llevaron a cabo en un volumen final de 200 µL en 50 mM buffer citrato-fosfato 

pH 6 y 0,1 mg/mL de PxXyl30_2 (concentración final) y 100 UIxyn/gbiomasa de E-PxST, y se incubaron a 30 

°C y 700 rpm por 20 hs.  

Los productos de la hidrólisis de los distintos sustratos ensayados fueron analizados por TLC (ver 

sección 5. 7. b, pp 50). 

12. 3. Otras actividades enzimáticas 

Otros sustratos poliméricos para evaluar la especificidad enzimática: 1% (p/v) βG (Megazyme), CMC 

(baja viscosidad, Sigma), Avicel (Sigma), 0,75% (p/v) PASC (Sigma) y se midieron azúcares reductores 

totales, o 2,5 mM de p-nitrofenilarabinofuranósido (pNP-A), 2,5 mM de p-nitrofenilglucopiranósido 

(pNP-G) y 2,5 mM de p-nitrofenilcelobiósido (pNP-C) (Sigma) para analizar las actividades 

arabinofuranosidasa, β-glucosidasa y celobiosidasa, respectivamente. 

Según se indique en cada ensayo enzimático, los azúcares reductores liberados se determinaron como 

equivalentes de xilosa o de glucosa mediante el método del DNS (ver sección 4. 3, pp. 43). Las 

reacciones sobre otros sustratos pNP se analizaron siguiendo el mismo procedimiento que para pNP-X 

(ver sección 12. 2, pp. 61). La actividad específica se calculó como se indica en las secciones 5. 5. b (pp. 

48) y 12. 2 (pp. 61).  

12. 4. Cinética enzimática 

Para determinar el tipo de cinética enzimática de las enzimas purificadas se utilizaron concentraciones 

crecientes de XIN (0 a 30 mg/mL) (Sigma) para PxXyn30_8 y de pNP-X (0 a 10 mM) (Sigma) para 

PxXynl30_2 y se monitoreó la liberación de azúcares reductores (método DNS, ver sección 4. 3, pp. 43) 

y pNP (ver sección 12. 2, pp. 61), respectivamente. Las reacciones se llevaron a cabo en las condiciones 

óptimas pre-determinadas para cada enzima: 60 °C y pH 6 para PxXyn30_8 y 40 °C y pH 6,5 para 

PxXyl30_2. Para cada concentración de sustrato utilizado se emplearon 4 réplicas y los controles 

incluyeron reacciones realizadas con enzima sin sustrato y sustrato sin enzima. Posteriormente, se 
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analizó el ajuste de los datos obtenidos para cada enzima al modelo de Michaelis-Menten utilizando el 

software GraphPad Prism versión 8.0 (GraphPad Inc.). A partir de este análisis, se determinaron los 

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

El efecto inhibitorio de monosacáridos se determinó añadiendo concentraciones crecientes de xilosa 

(X1), arabinosa (A1) o glucosa (G1) a la reacción en condiciones óptimas para PxXyl30_2 (2,5 mM de 

pNP-X, pH 6,5 y 40 °C). El grado de inhibición de X1 se determinó añadiendo 15 mM de xilosa a la 

reacción estándar con concentraciones crecientes de pNP-X (0-10 mM). Los parámetros cinéticos se 

determinaron mediante el ajuste de los datos al modelo de Michaelis-Menten utilizando GraphPad 

Prism versión 8.0 (GraphPad Inc.). A partir de este análisis, se determinaron los parámetros cinéticos 

aparentes KM (ap) y Vmax (ap) y se calculó Ki empleando la ecuación Eq 7. 

(Eq 7) 𝐾𝑖 = 𝐼 (𝐾𝑀(𝑎𝑝) 𝐾𝑀 − 1⁄ )⁄  

donde Ki (constante de inhibición) representa la concentración de azúcar a la que se observa una 

inhibición del 50%, I es la concentración de inhibidor utilizada (mM) y KM (ap) y KM son las constantes 

cinéticas obtenidas en presencia o ausencia de inhibidores competitivos o no competitivos, 

respectivamente. 

13. Hidrólisis de xilano y biomasa lignocelulósica utilizando PxXyn30_8 

13. 1. Identificación de productos generados por PxXyn30_8 a partir de la hidrólisis del xilano 

El patrón de corte de PxXyn30_8 se analizó utilizando XIN (Sigma) al 0,5% (p/v) como sustrato. Se 

incluyó una α-glucuronidasa (GH67) CsAgu67 (EC 3.2.1.139, Ontañon y col., en revisión), que requiere 

la unión del ácido urónico al residuo Xylp en el extremo no reductor para su hidrólisis, para determinar 

las decoraciones en el subsitio +1. Se incluyó PxXyn10A, una endo-β 1,4-xilanasa de la familia GH10 (EC 

3.2.1.8, Ghio y col., 2018; de Mello Capetti y col., 2023a) como control positivo, ya que tolera las 

decoraciones de (Me)GlcA en -3, +1 y +3. La enzima PxXyn11A, endo- β 1,4-xilanasa de la familia GH11 

(EC 3.2.1.8, Ghio y col., 2018; de Mello Capetti y col., 2023a) como control negativo, dado que tolera 

las decoraciones de (Me)GlcA en -3, +2 y +3.  Las reacciones enzimáticas se llevaron a cabo incubando 

a 30 °C durante 16 hs el sustrato con 0,1 µM o 1 μM (según se indique) de PxXyn30_8 o PxXyn10A, 

individualmente o en combinación con 0,1 µM o 1 μM (según se indique) CsAgu67 en 50 mM buffer 

citrato-fosfato pH 6. Las reacciones se detuvieron hirviéndolas a 100 °C durante 10 min y, a 

continuación, se centrifugaron a 10.000 g durante 20 min para remover posibles precipitados. 
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Los productos de reacción se visualizaron por TLC (sección 5. 7. b, pp. 50) y se analizaron mediante 

espectrometría de desorción/ionización láser asistida por matriz con detección de tiempo de vuelo 

(MALDI-TOF) y resonancia magnética nuclear (NMR) en el “Complex Carbohydrate Research Center” 

(CCRC) de la Universidad de Georgia (Athens, GA, USA). 

13. 2. Análisis de PxXyn30_8 con otras xilanasas 

La actividad xilanolítica simultánea de se analizó utilizando PxXyn30_8, PxXyn10A y PxXyn11B (Ghio y 

col., 2018). Las reacciones se llevaron a cabo utilizando 1 µM de cada enzima, individualmente o en 

combinación, sobre 0,5 % (p/v) XIN (Sigma) o 5% (p/v) BABe en 50 mM buffer citrato-fosfato pH 6 y se 

incubaron a 40 °C durante 20 hs. Las reacciones se detuvieron hirviéndolas a 100 °C durante 10 min y, 

a continuación, se centrifugaron a 10.000 g durante 20 min.  

Todos los ensayos enzimáticos se realizaron por triplicado y los controles incluyeron reacciones 

realizadas con enzima sin sustrato y sustrato sin enzima.  Los azúcares reductores y la xilosa liberada 

se cuantificaron mediante el método DNS (ver sección 4. 3, pp. 43) y el kit de ensayo de D-xilosa 

(Megazyme), respectivamente (ver sección 5. 7. c, pp. 51). Todas las mediciones se realizaron por 

triplicado. Los productos de reacción se visualizaron mediante TLC (ver sección 5. 7. b, pp. 50). 

Con los valores de xilosa obtenidos se calculó el índice de sinergismo (IS) de acuerdo con la siguiente 

ecuación:  

(Eq 5)  𝐼𝑆 𝑥𝑖𝑙𝑜𝑠𝑎 =
𝑋1 (

𝑚𝑔

𝑚𝐿
)𝑑𝑒 𝑙𝑎 𝑎𝑐𝑡𝑖𝑣𝑖𝑑𝑎𝑑 𝑐𝑜𝑛𝑗𝑢𝑛𝑡𝑎

𝑋1 (
𝑚𝑔

𝑚𝐿
)𝑑𝑒 𝐸1+𝑋1 (

𝑚𝑔

𝑚𝐿
)𝑑𝑒 𝐸2

 

Abreviaturas: X1: xilosa; E1: enzima 1; E2: enzima 2. 

14. Hidrólisis enzimática de alimento animal  

El extracto enzimático del cultivo de P. xylanivorans en ST (E-PxST) (ver sección 5. 2., pp.46) se liofilizó 

siguiendo los pasos descriptos en la sección 5. 3. (pp. 47) y se resolubilizó en agua ultrapura hasta 

alcanzar un factor de concentración volumétrica 25X.  Se cuantificaron las proteínas totales por 

Bradford (ver sección 11, pp. 60) y la actividad xilanasa (como control interno) y β-glucanasa, utilizando 

0,5% (p/v) XIN (Sigma) o βG (Megazyme), respectivamente (ver sección 5. 5. a, pp. 48).  

El sustrato de reacción fue alimento para aves seco (pellets de soja-maíz) provisto por la empresa 

avícola CyB S.A. (Villa Elisa, Entre Ríos, Argentina), el detalle de la composición de los polisacáridos 

vegetales presentes en el alimento se detalla en la Tabla R17 (pp. 123). 
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Las reacciones de hidrólisis se llevaron a cabo en un volumen final de 1 mL a 37 °C y 250 rpm durante 

24 hs utilizando 10% (p/v) alimento molido a polvo en buffer citrato-fosfato 50 mM pH 5,5 y diferentes 

concentraciones finales de E-PxST (determinadas como proteínas totales) según se indique en cada 

caso (0,15 mg/mL, 0,30 mg/mL y/o 0,60 mg/mL). Los ensayos enzimáticos se realizaron por 

cuatriplicado y los controles incluyeron reacciones realizadas con enzima sin sustrato y sustrato sin 

enzima.   

Las reacciones se procesaron según lo descripto por Plouhinec y col. (2024). Brevemente, luego de la 

hidrólisis, la fracción insoluble (pellet) se separó de la fracción soluble (sobrenadante) mediante 

centrifugación a 12.000 g y 4 °C por 15 min. Un volumen de NaOH 200 mM fue añadido a cada 

sobrenadante y se filtraron utilizando filtros de Nylon para jeringas de 0,45 µm. Los pellets obtenidos 

se lavaron dos veces con igual volumen de agua bidestilada y se secaron.  

Las fracciones solubles se utilizaron para cuantificar el contenido total de proteínas por Bradford (ver 

sección 11, pp. 60), los azúcares reductores y la glucosa liberada mediante el método del DNS (ver 

sección 4. 3, pp. 43) y kit de glucemia (Wiener Lab) (ver sección 5. 7. c, pp. 51), respectivamente. Todas 

las mediciones se realizaron por duplicado.  

Los pellets fueron utilizados para determinar peso seco. Para ello, se incubaron a 37 °C hasta peso 

constante y los valores obtenidos (mg) se utilizaron para calcular el porcentaje de materia seca residual 

utilizando la ecuación Eq 8. 

(Eq 8)  𝑀𝑎𝑡𝑒𝑟𝑖𝑎 𝑠𝑒𝑐𝑎 𝑟𝑒𝑠𝑖𝑑𝑢𝑎𝑙 (%)
𝑚𝑎𝑠𝑎 𝑑𝑒 𝑙𝑎 𝑚𝑎𝑡𝑒𝑟𝑖𝑎 𝑠𝑒𝑐𝑎 𝑟𝑒𝑠𝑖𝑑𝑢𝑎𝑙 𝑙𝑢𝑒𝑔𝑜 𝑑𝑒 𝑙𝑎 ℎ𝑖𝑑𝑟ó𝑙𝑖𝑠𝑖𝑠 (𝑚𝑔)

𝑚𝑎𝑠𝑎 𝑑𝑒 𝑙𝑎 𝑚𝑎𝑡𝑒𝑟𝑖𝑎 𝑎𝑛𝑡𝑒𝑠 𝑑𝑒 𝑙𝑎 ℎ𝑖𝑑𝑟ó𝑙𝑖𝑠𝑖𝑠 (𝑚𝑔)
∗ 100 

15. Determinación de actividad antioxidante y compuestos fenólicos 

Los productos de hidrólisis del BABe obtenidos en la sección 13. 2 (pp. 64) se concentraron por 

liofilización. Brevemente, los hidrolizados clarificados se congelaron a -80 °C y se colocaron en el 

liofilizador (EDWARDS Super Modulyo Freeze Dryer, Thermo 187 Electron Corp., Waltham, MA, EE. 

UU.), a un vacío de 1 × 10−1 mbar durante un máximo de 48 hs. Se produjeron productos de reacción 

concentrados quince veces en volumen (15X) disolviendo el polvo obtenido de los hidrolizados en la 

cantidad adecuada de agua ultrapura. 

Los hidrolizados concentrados fueron purificados con carbón activado (CA) según lo descrito en Zhu y 

col. (2021). Brevemente, 300 µL de los hidrolizados se incubaron con 30 mg de CA (10% p/v) a 

temperatura ambiente y agitación suave (120 rpm) por 60 min. Luego se centrifugó a 10.000 g por 20 

min y se recuperó el percolado (P1) y se lavó el CA con igual volumen de agua bidestilada. Se centrifugó 
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a 10.000 g por 10 min y se recuperó el percolado (P2). Las eluciones se llevaron a cabo añadiendo al 

CA igual volumen de etanol y centrifugando a 10.000 g 10 min, primero con etanol 50% (v/v) (E1) y 

luego con etanol 70% (v/v) (E2). Ambas eluciones (E1 y E2) se mezclaron y el etanol fue evaporado a 

45 °C utilizando un speed-vacum (Concentrator 5301, Eppendorf). Se cuantificaron los azúcares 

reductores totales por DNS (ver sección 4. 3, pp. 43). El perfil de los productos de reacción se visualizó 

mediante TLC (ver sección 5. 7. b, pp. 51). 

15. 1. Ensayo de decoloración catiónica radical (ABTS+) 

La actividad antioxidante se determinó mediante el ensayo de decoloración catiónica radical (ABTS+), 

descrito por Valls y col. (2018), adaptado a placas de 96 pocillos. En primer lugar, se preparó la solución 

ABTS+ añadiendo 44,5 µL de persulfato de potasio 140 mM (Sigma-Aldrich) a 2,5 mL de ABTS 7 mM 

(Sigma) y manteniéndola en oscuridad durante 16 hs. A continuación, el radical ABTS+ obtenido se 

disolvió en agua bidestilada hasta obtener una absorbancia a 730 nm (Abs730nm) de 0,70 ± 0,10. Se 

incubaron 20 µL de hidrolizados purificado a diferentes concentraciones de XOS (determinados como 

azúcares reductores) con 180 µL de solución ABTS+ en oscuridad durante 10 min a temperatura 

ambiente. La absorbancia se midió a 730 nm en espectrofotómetro Multiskan™ Sky Microplate 

Spectrophotometer. Todas las mediciones se realizaron por triplicado. 

La actividad antioxidante se calculó como porcentaje de inhibición (ABTS+ In%) según la siguiente 

ecuación (Eq 9): 

(Eq 9) ABTS+ In (%) = 100 [
(𝐴𝑖−𝐴𝑓)

𝐴𝑖
] 

Donde Ai es el valor de ABTS+ Abs730nm del blanco (agua bidestilada) y Af es el valor de ABTS+ 

Abs730nm tras el contacto con la muestra (hidrolizados purificados). El ABTS+ In (%) de las muestras se 

consideró como el porcentaje de su actividad antioxidante. Se utilizó ácido gálico (Biopack) como 

control positivo. 

15. 2. Ensayo colorimético de Folin-Ciocalteu (FC)  

El contenido fenólico total se determinó mediante el ensayo FC siguiendo el protocolo descrito en 

Munteanu y Aptrei (2021), con algunas modificaciones. Para el análisis, se incubaron 10 μL de los 

hidrolizados purificados, adecuadamente diluido, con 40 μL de reactivo FC (Biopack) y 160 μL de NaCO₃ 

700 mM (Sigma) en oscuridad durante 30 min a temperatura ambiente. La absorbancia se midió a 740 

nm en espectrofotómetro Multiskan™ Sky Microplate Spectrophotometer. Los resultados se 
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expresaron como equivalentes de ácido gálico (GAEq) utilizando una curva de calibración de 0-100 μM 

de ácido gálico (Biopack). Todas las mediciones se realizaron por triplicado. 

16. Tratamiento de plantas de tabaco con xilo-oligosacáridos (XOS) 

16. 1. Obtención de XOS 

Las reacciones de hidrólisis se llevaron a cabo en un volumen final de 25 mL a 40 °C y 200 rpm durante 

24 hs utilizando 5% (p/v) BABe y RACe en buffer citrato-fosfato 50 mM pH 6 y 100 UIXyn/gbiomasa de E-

PxST (ver sección 5. 1, pp. 44). Las reacciones se detuvieron hirviéndolas a 100 °C durante 10 min y, a 

continuación, se centrifugaron a 10.000 g durante 20 min.  Todos los ensayos enzimáticos se realizaron 

por cuatriplicado y los controles incluyeron reacciones realizadas con enzima sin sustrato y sustrato sin 

enzima. Los productos de reacción se visualizaron mediante TLC (ver sección 5. 7. b, pp. 50). Los 

azúcares reductores y la glucosa liberada se cuantificaron mediante el método del DNS (ver sección 4. 

3, pp. 43) y kit de glucemia (Wiener Lab), respectivamente. Todas las mediciones se realizaron por 

triplicado. 

16. 2. Tratamiento de plantas con XOS 

La capacidad de los XOS obtenidos (ver sección 18. 1., pp. 68) como promotores de la inmunidad 

antiviral fue ensayada en el modelo experimental Nicotiana tabacum (planta de tabaco) en 

colaboración con el grupo de trabajo del Dr. Sebastián Asurmendi, que cuentan con un modelo 

experimental puesto a punto para evaluar el impacto de diversas moléculas en la producción de 

inmunidad utilizando la infección viral TMV (Tobacco mosaic virus). El ensayo se realizó llevando a cabo 

el protocolo descrito por Caro y col. (2022).  

Se prepararon soluciones de tratamiento al 10% (v/v) de los XOS, de los auto-hidrolizados de BABe y 

RACe y del extracto E-PxST inactivado por calor en 50 mM buffer fosfato pH 7,2. Estas soluciones fueron 

aplicadas por aspersión foliar, en condiciones controladas, aplicando solo buffer como control negativo 

y el bioinductor comercial Taisei® como control positivo (https://summit-

agro.com/ar/es/producto/taisei-bioinductor-vegetal-concentrado/), el cual es obtenido a partir de 

proteínas solubles de Acremonium strictum SS71.  

Las plantas de tabaco fueron preparadas en los invernáculos del IABIMO (INTA-Castelar). Se utilizaron 

10 plantas por condición, con 1 planta por maceta, en invernáculo bajo temperaturas controladas entre 

20 °C y 26 °C y ciclos luz/oscuridad de 16/8 hs. 

https://summit-agro.com/ar/es/producto/taisei-bioinductor-vegetal-concentrado/
https://summit-agro.com/ar/es/producto/taisei-bioinductor-vegetal-concentrado/
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Los tratamientos fueron aplicados en un esquema de dos dosis: la primera se llevó a cabo 7 días antes 

del desafío con el virus y la segunda (boosting o dosis refuerzo) se aplicó 2 días previos. Un día antes 

de aplicar el boosting se realizó el corte del ápice de las plantas para favorecer la expansión foliar. Luego 

de 48 hs post dosis refuerzo, las plantas se desafiaron con la aplicación de virus semi-purificado (TMV) 

por frotado generando lesiones superficiales en solo una hoja de cada planta. Trascurridas las 72 hs se 

verificó la actividad biológica por aparición de sintomatología de infección, mediante el recuento de 

lesiones necróticas por hoja infectada. 

17. Métodos de análisis estadísticos 

Se aplicó el análisis de varianza (ANOVA) o la prueba t pareada a los conjuntos de datos, según se indica. 

En todos los casos, se verificó la normalidad mediante la prueba de Shapiro-Wilks modificada. La 

prueba a posteriori de Fisher y la prueba de Shapiro-Wilks se realizaron con InfoStat/L versión gratuita 

2020 (Di Rienzo y col., 2020). La prueba t pareada se realizó con el software GraphPad Prism 8 

(GraphPad Software, Inc., La Jolla, CA, EE. UU.). Los resultados se presentan como medias y 

desviaciones estándar de las réplicas, y el nivel de significancia fue del 5% (p < 0,05) para todas las 

pruebas. 
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Capítulo I:  Mejoramiento de la actividad celulolítica y 

xilanolítica extracelular de Cellulomonas sp. B6
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Bacterias pertenecientes al género Cellulomonas presentan la capacidad de degradar celulosa y 

hemicelulosa (Domingues y col., 2022; Benatti y Polizeli, 2023). En estudios previos del grupo de 

trabajo, se obtuvo un aislamiento bacteriano a partir de una muestra de suelo de bosque subtropical 

nativo preservado de Misiones (Argentina) con actividad xilanolítica y celulolítica extracelular. El 

aislamiento denominado Cellulomonas sp. B6 muestra una estrecha relación filogenética con 

Cellulomonas flavigena y Cellulomonas persica, según el análisis de la subunidad 16S del ARN ribosomal 

(Piccinni y col., 2016). No obstante, los valores de identidad promedio de aminoácidos (AAI) y 

nucleótidos (ANI), junto con los resultados de la hibridación ADN–ADN (DDH) realizada in silico, indican 

que Cellulomonas sp. B6 podría constituir una especie aún no descrita (Piccinni y col., 2019). 

El cultivo de Cellulomonas sp. B6 utilizando distintas biomasas lignocelulósicas como única fuente de 

carbono resultó en la inducción de la expresión y secreción de un repertorio amplio y diverso de 

enzimas activas sobre carbohidratos (CAZimas), las cuales fueron identificadas mediante 

espectrometría de masas (Piccinni y col., 2019; Ontañon y col., 2021). Estos antecedentes indican que 

Cellulomonas sp. B6 constituye una fuente promisoria de enzimas degradadoras de lignocelulosa, con 

potencial aplicación en diversos bioprocesos. Considerando que la organización genómica de los genes 

involucrados en esas actividades puede incidir tanto en su regulación como en los niveles de secreción, 

resulta fundamental integrar el análisis fenotípico con la caracterización genómica. En este contexto, 

en el presente trabajo se completó el estudio genómico de la cepa mediante una nueva secuenciación 

genómica y ensamblado, lo que permitió obtener el genoma en un único contig, en contrate con los 

280 contigs reportados previamente, y se examinó la localización genómica de las CAZimas 

previamente identificadas en los sobrenadantes de cultivo (Piccinni y col., 2019; Ontañon y col., 2021), 

así como los posibles reguladores implicados en su expresión. 

En la actualidad, el costo asociado a la producción de enzimas representa un factor clave para la 

viabilidad de los procesos biocatalíticos; por lo tanto, la identificación de enzimas eficientes y de fácil 

producción resulta esencial para minimizar las limitaciones de su aplicación. En este sentido, la 

utilización de agentes mutagénicos para la mejora de cepas bacterianas y fúngicas productoras de 

CAZimas extracelulares ha sido utilizada exitosamente (Ponce-Noyola y de la Torre, 1995; Seidl y 

Seiboth, 2010; Sangkharak y col., 2012; Bhatia y col., 2017).  En este marco, en esta tesis se evaluó la 

mutagénesis química como estrategia para incrementar la actividad extracelular celulolítica y 

xilanolítica de Cellulomonas sp. B6.  
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I. A. Análisis del contexto genómico de CAZimas de Cellulomonas sp. B6 

El genoma de Cellulomonas sp. B6 fue obtenido previamente utilizando la plataforma Illumina MiSeq y 

se encuentra anotado en 280 contigs (Piccinni y col., 2016, numero de acceso NCBI: LNTD00000000.1). 

Una nueva secuenciación se llevó a cabo mediante la plataforma minION. El complemento de la 

información obtenida mediante ambas metodologías de secuenciación permitió obtener un único 

contig con toda la información. El contig presentó una longitud total de 4.049.253 pb y un contenido 

de GC del 75,05%, estos valores son consistentes con los datos previos de secuenciación (Piccinni y col., 

2016).  

En primera instancia se analizó el genoma completo de la nueva secuenciación mediante la plataforma 

dbCAN3 (https://bcb.unl.edu/dbCAN2/blast.php). Se identificaron en total 170 dominios CAZy 

asociados con la deconstrucción de polímeros lignocelulósicos (celulosa, hemicelulosa y lignina), que 

incluyen glicosil hidrolasas (GHs), carbohidrato esterasas (CEs), glicosil transferasas (GTs), actividades 

auxiliares (AAs), polisacárido liasas (PLs) y módulos de unión a carbohidratos (CBMs) (Figura R1A).  

El análisis detallado de las secuencias mostró que 65 de estas 170 CAZimas formarían parte del 

secretoma teórico de la bacteria. Se predijo que 42 de ellas presentan péptido señal compatible con la 

vía clásica de secreción, mientras que 23 proteínas adicionales se predicen como secretadas por vías 

no clásicas, independientes de la secuencia del péptido señal (Figura R1B, Anexo 3). Estos resultados 

difieren ligeramente de los obtenidos previamente a partir del genoma secuenciado por Illumina MiSeq 

(conformado por 279 contigs) y analizado con el servidor dbCAN2, donde se habían identificado 205 

dominios CAZy, de los cuales 75 conformaban el secretoma teórico. Las discrepancias más marcadas se 

observaron en el número de CEs (34), GTs (57), AAs (10) y CBMs (12) predichos previamente (Piccinni 

y col., 2019). 

https://bcb.unl.edu/dbCAN2/blast.php
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Figura R1: Análisis bioinformático de los dominios CAZy predichos en el genoma de Cellulomonas sp. B6. A) 

Distribución de los 170 dominios CAZy inferidos en dbCAN. B) CAZimas que conforman el secretoma teórico. El 

número de proteínas representantes de cada dominio y familia es indicado entre paréntesis. 

Dependiendo de las condiciones de cultivo Cellulomonas sp. B6 secreta un repertorio de CAZimas 

activas sobre distintos polisacáridos, incluyendo xilanasas y β-xilosidasas de la familia GH10, GH11 y 

GH43, glucanasas de las familias GH9, GH6, GH48 y GH16, y algunas enzimas con actividades accesorias 

o desramificantes como α-L-arabinofuranosidasa (GH62) y α-galactosidasa (GH27).  Estas enzimas están 

presentes en los sobrenadantes de cultivo en diferente abundancia relativa dependiendo de la fuente 

de carbono utilizada (Anexo 4) (Piccinni y col., 2019; Ontañon y col., 2021). 

Para analizar si su expresión está relacionada con su localización y contexto genómico, se analizaron 

aquellas secuencias correspondientes a las CAZimas que se identificaron en los sobrenadantes de 

cultivo obtenidos y analizados previamente por el grupo de trabajo (Anexo 4) (Piccinni y col., 2019; 

Ontañon y col., 2021). Si bien en numerosos géneros bacterianos las enzimas involucradas en el uso de 

carbohidratos complejos se encuentran agrupadas en el genoma, conformando loci de utilización de 

polisacáridos (PULs) (Golan y col., 2004; Christopherson y col., 2013; Sawhney y col., 2016; Grondin y 

col., 2017; Christiansen y col., 2020), en Cellulomonas sp. B6 las secuencias analizadas se distribuyen 

en todo el genoma, sin evidenciar una agrupación en regiones específicas del cromosoma bacteriano. 

En muchos casos, las secuencias están flanqueadas por genes codificantes para componentes de la 

familia de transportadores ABC, involucrados en el transporte de azúcares, y por reguladores 

transcripcionales. Es destacable que en la gran mayoría de las secuencias analizadas se identificaron 

secuencias flanquenates que codifican proteínas hipotéticas de función aún desconocida y por genes 

no relacionados con la utilización de polisacáridos (Figuras R2 y R3).  
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Al analizar las CAZimas activas sobre hemicelulosa, y en particular aquellas con actividad sobre xilano, 

se detectó una alta prevalencia de reguladores transcripcionales globales de las familias LacI (la más 

representada), LuxR, PadR y el regulador sensible a xilosa ROK (Figura R2). Por su parte, las CAZimas 

con actividad sobre celulosa (Figura R3) se asociaron a reguladores LacI y AcrR, entre los observados 

con mayor frecuencia, y GntR, relacionado con el metabolismo de la glucosa. Estos resultados indican 

una posible participación de múltiples rutas de señalización en la regulación de la expresión de estas 

enzimas. 

Aunque las secuencias correspondientes a CAZimas se encuentran distribuidas a lo largo de todo el 

genoma de Cellulomonas sp. B6, en algunos casos se observó una disposición contigua o en la misma 

región genómica. Esta organización podría sugerir la existencia de regiones funcionales asociadas con 

la degradación coordinada de polisacáridos complejos. Por ejemplo, la secuencia codificante de la 

endo-xilanasa extracelular CsXyn10D se ubica inmediatamente aguas abajo de una secuencia que 

codifica una potencial β-xilosidasa/α-L-arabinofuranosidasa extracelular de la familia GH43 

(A0A0V8SMY7).  Ambas enzimas fueron identificadas en los sobrenadantes obtenidos a partir de 

cultivo en residuo de caña de azúcar (E-CsRAC) y en salvado de trigo (E-CsST), lo que sugiere una co-

expresión de ambas enzimas en estas condiciones de cultivo y que podrían estar formando una unidad 

génica. De manera similar, una enzima GH27 con potencial actividad α-galactosidasa (A0A0V8TC25), 

que remueve sustituciones de galactosa presentes en la cadena principal del xilano, se encuentra aguas 

arriba de otra secuencia codificante para una β-xilosidasa/α-L-arabinofuranosidasa de la familia GH43 

(A0A0V8TBM3), relacionada a la desramificación e hidrólisis de xilo-oligosacáridos, y ambas fueron 

detectadas en el sobrenadante E-CsST (Figura R2). Un patrón similar se observa para una endo-

glucanasa de la familia GH9 (A0A0V8TA57), predicha como activa sobre celulosa, que se localiza aguas 

abajo de una potencial β-glucosidasa intracelular GH3 (A0A0V8T8K6). Ambas enzimas fueron 

identificadas en el sobrenadante E-CsST (Figura R3) (Ontañon y col., 2021).  
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Figura R2: Contexto genómico de glicosil hidrolasas activas sobre hemicelulosa codificadas por Cellulomonas 

sp. B6. CsXyn xilanasas pertenecientes a la familia de Glicosil hidrolasas GH10 y GH11. Ente paréntesis se indica 

el número de acceso UniProt correspondiente a cada enzima.  
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Figura R3: Contexto genómico de glicosil hidrolasas activas sobre celulosa codificadas por Cellulomonas sp. B6. 

Ente paréntesis se indica el número de acceso UniProt correspondiente a cada enzima.  

Si bien en algunos casos hay asociación entre la distribución genómica y la expresión de ciertas CAZimas 

bajo condiciones específicas, lo cual sugiere una expresión concomitante y posiblemente coordinada 

de estas enzimas, en otros casos no se identificó asociación de la expresión. Por ejemplo, la secuencia 
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codificante de la endo-xilanasa extracelular CsXyn10C (A0A0V8TB53) se encuentra rodeada por otras 

secuencias de GHs con funciones predichas tanto en la desramificación del xilano como en la 

conversión final de xilo-oligosacáridos en xilosa. De estas solo una potencial α-L-arabinofuranosidasa 

GH43 (A0A0V8TBQ3) sería extracelular, pero no fue identificada en ninguno de los secretomas 

analizados (Anexo 4).  

Finalmente, la endo-xilanasa CsXyn10B (A0A0V8S7T2) no se encuentra flanqueada por otras CAZimas, 

pero sí por genes relacionados con el metabolismo de la xilosa en la ruta de las pentosas-fosfato. 

Específicamente, se identificaron genes que codifican para una xilosa isomerasa (XylA, A0A0V8S7Q7) y 

una xilulosa quinasa (XylB, A0A0V8S7R6), ambos localizados en la hebra opuesta. Si bien estas enzimas 

son intracelulares, las mismas fueron identificadas en numerosos sobrenadantes de cultivo analizados 

posiblemente debido a lisis celular y sugieren una integración funcional entre la degradación del xilano 

y el metabolismo de sus azúcares derivados (xilosa) (Figura R2). Sin embargo, evidencias previas 

demostraron que CsXyn10B no es la xilanasa más abundante en los secretomas de Cellulomonas sp. B6 

cuando la bacteria crece en presencia de xilano (Piccinni y col., 2019; Ontañon y col., 2021). 

Estos resultados sugieren una regulación compleja de la expresión de la maquinaria enzimática 

relacionada a la degradación y aprovechamiento de los polisacáridos estructurales de la pared celular 

vegetal, y dificulta el diseño de estrategias de mutagénesis dirigidas para mejorar la actividad 

enzimática extracelular. 

I. B. Mejoramiento de la actividad xilanolítica de Cellulomonas sp. B6 por mutagénesis química 

La mayor eficiencia en la producción de extractos enzimáticos puede lograrse mediante el aislamiento 

de variantes mejoradas por estrategias de mutagénesis, así como la optimización de las condiciones de 

cultivo. En particular, el aislamiento de mutantes por mutagénesis química ha demostrado ser una 

estrategia eficaz para obtener cepas con mejoras productivas significativas (Jeyachandran y col., 2024). 

Estas herramientas son fundamentales para optimizar la producción de cócteles enzimáticos para 

aplicaciones industriales. Las técnicas tradicionales utilizan comúnmente mutágenos químicos, como 

etilmetanosulfonato (EMS), naranja de acridina (NA), o N-metil-N'-nitro-N-nitrosoguanidina (NTG), y 

físicos, como la radiación UV.  El EMS es un agente alquilante que agrega grupos etilo principalmente 

en guanina, alterando su estructura y produciendo un apareamiento erróneo en la replicación del ADN. 

En este trabajo de tesis seleccionamos a dicho mutágeno ya que produce una tasa de mutación más 

elevada y una menor frecuencia de reversión que otros mutágenos clásicos. Además, no requiere que 

la célula esté en división para su utilización (Wakisaka y col., 1982; Anderson, 1995).  
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Previo al ensayo de mutagénesis, es fundamental establecer la combinación adecuada entre la 

concentración del mutágeno y el tiempo de exposición frente al mismo, con el fin de alcanzar un nivel 

de letalidad inducida comprendido entre 99,90% y 99,99% (Myers y Yousten, 1978; Wakisaka y col., 

1982). Una vez seleccionadas las condiciones a emplear, se realiza la primera ronda de mutagénesis, 

confirmando por recuento de células viables que el porcentaje de supervivencia celular y de letalidad 

se encuentran dentro de los umbrales preestablecidos. Luego, se emplean dos métodos consecutivos 

de selección de potenciales candidatos. El primer secreening se realiza en placa con medio sólido 

selectivo: medio mínimo salino (MM) suplementado con 1% (p/v) de carboximetilcelulosa (CMC) como 

única fuente de carbono y 0,04% (p/v) de azul de tripán como colorante (MM-CMC-TB) (Ahmed y col., 

2018).   La selección de candidatos se lleva a cabo en función de su capacidad de hidrólisis (CH), 

determinada por la relación entre el diámetro del halo de degradación de CMC y el diámetro de la 

colonia (Gupta y col., 2012). Posteriormente, las variantes elegidas son sometidas a una segunda ronda 

de selección en medio líquido para obtener el extracto enzimático extracelular y evaluar actividad 

enzimática. Los resultados obtenidos en ambas instancias para las variantes analizadas son comparados 

con los que presenta la cepa original (Rojas-Rejón y col., 2011; Sangkharak y col., 2012).  

Los datos del ensayo de letalidad se muestran en la Tabla R1. En primera instancia, se evaluaron 

concentraciones de EMS entre 0,5% y 3% (v/v), con tiempo fijo de exposición (20 hs) frente a una 

suspensión de Cellulomonas sp. B6 de 1,5 ± 0,76 X 109 UFC/mL. En concentraciones mayores a 0,5% la 

letalidad fue total y en 0,5% la supervivencia fue solo de 0,0001%. Un segundo ensayo de letalidad fue 

realizado disminuyendo el tiempo de exposición a 4 hs, lo cual resultó en una supervivencia de 0,001% 

utilizando 0,5% EMS y 0,0001% para 1% EMS. Dado que los valores de supervivencia eran menores al 

buscado, se redujo el tiempo de exposición a 1 h, con dosis de 0,5% y 0,25% EMS y se obtuvo una 

supervivencia del 0,04% y 0,1%, respectivamente.  En función a los resultados obtenidos, se seleccionó 

la condición de tratamiento 0,5% (v/v) de EMS, 30 °C, 300 rpm por 1 h para llevar a cabo la primera 

ronda de mutagénesis. 
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Tabla R1: Ensayo de letalidad sobre Cellulomonas sp. B6 utilizando etilmetanosulfonato (EMS).  

Tratamiento 
Crecimiento 

(UFC/mL) 
Supervivencia (%) Letalidad (%) Concentración de 

EMS (%) 
Tiempo de 

exposición (hs) 

3 

20  

n.d. 0 100 

2 n.d. 0 100 

1 n.d. 0 100 

0,5 5,33±1,89 X 102 0,0001 99,9999 

3 

4 

n.d. 0 100 

2 n.d. 0 100 

1 5,57±0,50 X 103 0,0001 99,9999 

0,5 2,91±0,30 X 104 0,001 99,999 

0,5 
1 

6,16±2,81 X 105 0,04 99,96 

0,25 3,13±0,42 X 106 0,13 99,87 

La supervivencia en el ensayo de mutagénesis bajo las condiciones previamente seleccionadas fue del 

0,03%, semejante al obtenido en el ensayo de letalidad. El primer paso de selección se realizó en placas 

de MM-CMC-TB, para la visualización de halos de degradación (Figura R4). Se ha visto en otras 

oportunidades que el CMC induce no solamente la producción de celulasas sino también de xilanasas 

(inducción cruzada), por lo cual la selección con este medio se utilizaría como indicativo de una mayor 

actividad celulolítica y/o xilanolítica (Piccinni y col., 2016).  

 

Figura R4: Selección de candidatos mutantes en medio sólido. Las flechas rojas indican las mutantes 

seleccionadas en función a su halo de degradación.  El diámetro de la colonia y del halo de degradación en cada 

caso fueron determinados utilizando ImageJ. Los valores se expresan en pixeles (px) y se representan como 

medias y desviaciones estándar por duplicados técnicos.  

Se relevaron un total de 4.200 colonias, de las cuales se seleccionaron 4 potenciales mutantes que 

presentaron un aumento en CH de entre 1,5 y 1,7 respecto de la cepa parental B6 (Figura R4, Tabla R2).  
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Tabla R2: Mutantes seleccionadas en la primera ronda de screening utilizando placas con medio sólido 

selectivo.  

Muestra 
Promedio diámetro 

colonia (px) 

Promedio diámetro 
halo de 

degradación (px) 

Capacidad 
hidrolítica (CH) 

Diferencial de 
hidrólisis  

B6 
(67 colonias) 

19,43 ± 5,00 196,82 ± 39,30 10,33 ± 1,37 - 

Mut. 44 12,43 ± 0,31 218,79 ± 0,79 17,60 1,7 

Mut.3663 13,07 ± 0,49 211,24 ± 6,76 16,16 1,6 

Mut.3672 13,99 ± 0,81 226,54 ± 3,02 16,20 1,6 

Mut. 3731 15,93 ± 3,55 262,71 ± 5,95 16,49 1,6 

Valores de diámetros expresados en pixeles (px). La capacidad hidrolítica es el cociente entre el valor promedio 

del diámetro del halo de degradación y del diámetro de la colonia. El diferencial de hidrólisis es el cociente entre 

la CH de la mutante analizada y del promedio de colonias de Cellulomonas sp. B6. Los resultados se representan 

como medias y desviaciones estándar de las medidas tomadas.  

Las cuatro mutantes seleccionadas se sometieron a una segunda ronda de screening utilizando medio 

líquido. Para ello, se realizó el cultivo Cellulomonas sp. B6 y de las 4 colonias en 3 mL medio rico (LB) y 

de MM-CMC y salvado de trigo desalmidonado (MM-STds). Luego de 48 hs se evaluó el crecimiento 

celular final (densidad óptica a 600 nm) y la actividad enzimática (CMCasa y xilanasa) de los 

sobrenadantes de cultivo libre de células obtenidos en cada caso. Los valores de crecimiento a 48 hs 

de las cuatro mutantes se normalizaron respecto a los obtenidos para la cepa salvaje para cada tipo de 

cultivo, y estos valores ponderados se usaron para relativizar sus actividades enzimáticas. Los 

resultados obtenidos para las cepas mutantes fueron comparados con los que presentó la cepa salvaje 

(B6) (Tabla R3).  

En medio LB, los sobrenadantes de las mutantes mostraron una actividad CMCasa similar o ligeramente 

menor que la de la cepa salvaje, mientras que la actividad xilanasa estuvo notablemente reducida, 

excepto en la mutante 3663, que no presentó diferencias con la cepa original. En cambio, los 

sobrenadantes obtenidos en medios mínimos suplementados con CMC (E-CMC) o STds (E-STds) 

exhibieron un aumento de la actividad CMCasa, más marcado en E-CMC, donde la mutante 3731 

alcanzó un nivel casi tres veces superior al de la cepa salvaje. En ambas condiciones, la actividad 

xilanasa fue en general levemente menor o comparable a la observada en la cepa original. 
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Tabla R3: Análisis funcional de mutantes seleccionados. El diferencial de hidrólisis se expresa como el cociente 

entre la actividad enzimática de la cepa mutante y la de Cellulomonas sp. B6 salvaje. Los resultados se presentan 

como media ± desviación estándar de cuatriplicados.  

Muestra 
Medio de 

cultivo 

Actividad CMCasa Actividad Xilanasa 

UICMC/mL 
Diferencial de 

hidrólisis  
UIxyn/mL 

Diferencial de 
hidrólisis  

B6 

LB 

0,15 ± 0,05 - 0,42 ± 0,04 - 

Mut. 44 0,14 ± 0,09 1 0,00 ± 0,00 n.c. 

Mut. 3663 0,17 ± 0,04 1,1 0,40 ± 0,05 1 

Mut. 3672 0,19 ± 0,07 1,2 0,00 ± 0,00 n.c. 

Mut. 3731 0,12 ± 0,06 0,8 0,00 ± 0,00 n.c. 

B6 

MM-CMC 

0,15 ± 0,01 - 0,23 ± 0,01 - 

Mut. 44 0,27 ± 0,04 1,8 0,13 ± 0,04 0,6 

Mut. 3663 0,20 ± 0,05 1,3 0,27 ± 0,03 1,2 

Mut. 3672 0,27 ± 0,05 1,8 0,22 ± 0,03 0,9 

Mut. 3731 0,40 ± 0,07 2,7 0,21 ± 0,04 0,9 

B6 

MM-STds 

0,17 ± 0,02 - 0,30 ± 0,03 - 

Mut. 44 0,20 ± 0,05 1,2 0,35 ± 0,10 1,2 

Mut. 3663 0,19 ± 0,04 1,1 0,31 ± 0,02 1,2 

Mut. 3672 0,18 ± 0,05 1 0,28 ± 0,20 0,9 

Mut. 3731 0,17 ± 0,05 1 0,27 ± 0,03 0,9 

Abreviaciones: LB = medio Luria-Bertani; MM = medio mínimo; CMC = carboximetilcelulosa; STds = salvado de 

trigo desalmidonado; n.c. = no cuantificado. 

En este capítulo se estableció una condición de mutagénesis química mediante el uso de EMS, que 

permitió obtener una colección de mutantes con una tasa de supervivencia dentro del rango deseado, 

a través de un esquema de selección en dos etapas, que incluyó una selección en medio sólido y luego 

evaluación de actividad en medio líquido. Las cuatro variantes seleccionadas en el medio sólido 

presentaron en general una actividad CMCasa extracelular levemente mayor respecto a la cepa 

original, excepto la mutante 3731 cuya actividad CMCasa incrementó casi tres veces por cultivo en 

CMC, mientras que la actividad xilanolítica extracelular fue menor o presentó un comportamiento 

similar a la de la cepa salvaje. Si bien se establecieron las bases metodológicas para futuros trabajos 

orientados a la obtención de variantes por mutagénesis química, los resultados obtenidos dejaron en 

evidencia la necesidad de contar con técnicas de alto rendimiento (high-throughput) para el 

relevamiento de un número mayor de colonias. Las cuatro mutantes son conservadas como banco de 

cepas a -80 °C para ser sometidas a rondas adicionales de mutagénesis en el futuro, en caso de poder 

contar con las metodologías para alto rendimiento.   

 



 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Capítulo II:  Producción de extractos enzimáticos 

extracelulares de Paenibacillus xylanivorans A59
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La deconstrucción enzimática eficiente de la biomasa lignocelulósica para la obtención de productos 

de valor agregado y monosacáridos fermentables requiere la acción conjunta de múltiples enzimas que 

presentan distintas actividades específicas. En este sentido, la bioprospección constante de nuevas 

enzimas, la optimización y la producción rentable de cócteles enzimáticos ha cobrado interés en los 

últimos años (Yilmaz-Sercinoglu y Sayar, 2020; Dashora y col., 2022). Una estrategia común es la 

utilización de microorganismos como fuentes de enzimas diversas. Conocer el perfil proteómico de 

extractos enzimáticos extracelulares obtenidos contribuye a comprender qué enzimas son producidas 

por los microorganismos en diferentes condiciones de cultivo, así como qué actividades enzimáticas 

adicionales pueden ser necesarias, dependiendo del bioproceso elegido. 

Las bacterias del género Paenibacillus secretan múltiples enzimas capaces de degradar los 

polisacáridos que conforman la pared celular vegetal (Grady y col., 2016; Ghio y col., 2018; Ticona y 

col., 2021; Thakur y col., 2022; Topalian y col., 2024). En estudios previos del grupo de trabajo, se 

obtuvo un aislamiento bacteriano con actividad xilanolítica predominante a partir de una muestra de 

suelo de bosque nativo de la región patagónica (Argentina). El aislamiento fue identificado como una 

nueva especie, perteneciente al género Paenibacillus y fue denominado Paenibacillus xylanivorans A59 

(Ghio y col., 2019).  

En esta tesis, estudiamos la actividad xilanolítica extracelular y el perfil completo de proteínas 

secretadas de P. xylanivorans A59 utilizando diversas fuentes de carbono en cultivo y evaluamos el 

escalado de la producción del extracto enzimático de matraces a biorreactor de mesada. Finalmente, 

evaluamos la eficiencia en la actividad del extracto enzimático obtenido para la deconstrucción de 

distintos xilanos así como su actividad sobre biomasa lignocelulósica, utilizando como modelo el 

residuo de caña de azúcar pre-tratada por extrusión alcalina (RACe). 

II. A. Producción de extractos enzimáticos extracelulares de P. xylanivorans en matraces  

Para optimizar la producción de un cóctel xilanolítico rentable, P. xylanivorans se cultivó en medio 

mínimo salino (MM) utilizando xilano de madera de haya (XIN), salvado de trigo (ST) o residuo de caña 

de azúcar (RAC) como fuentes de carbono, seleccionadas en base a estudios preliminares (Ghio y col., 

2016; Mäkelä y col., 2016; Piccinni y col., 2019; Ontañon y col., 2021). A su vez, se utilizó sacarosa (SAC) 

como control, ya que es un disacárido no reductor que puede ser utilizado como fuente de carbono y 

no interfiere con los ensayos de actividad en el sobrenadante. La actividad xilanasa de los extractos 

enzimáticos extracelulares (E-Px) fue analizada cada 24 hs durante 72 hs, y se determinó como azúcares 

reductores liberados (equivalentes de xilosa) mediante el método del ácido dinitrosalicílico (DNS). 
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E-PxRAC y E-PxST presentaron la mayor actividad xilanolítica en todos los tiempos ensayados. La 

actividad xilanolítica máxima se alcanzó a las 48 hs de cultivo para el E-PxST (6,15 ± 0,55 UIxyn/mL) y a 

las 72 hs para el E-PxRAC (11,06 ± 0,67 UIxyn/mL), así como para el E-PxXIN (1,62 ± 0,07 UIxyn/mL) (Figura 

R5A). Sin embargo, la productividad más alta, considerada como actividad xilanasa por unidad de 

tiempo, se logró en ST a las 24 hs de cultivo (0,25 [UIxyn/mL]/hs), seguido de 72 hs de cultivo en RAC 

(0,15 [UIxyn/mL]/hs). Extender el tiempo de cultivo en esos sustratos más allá de las 72 hs, hasta 144 

hs, no produjo un incremento en la actividad xilanolítica de la cepa. Como se esperaba, la actividad 

xilanolítica que se obtuvo al utilizar SAC como fuente de carbono fue muy baja (aproximadamente 0,1 

UIxyn/mL). La actividad CMCasa fue inferior a 0,1 UICMC/mL en todas las condiciones (Figura R5B).   

Si bien la concentración de proteínas totales fue similar a E-PxSAC, E-PxRAC presentó la actividad 

xilanolítica más elevada. Asimismo, aun conteniendo concentración de proteínas equivalente, E-PxST 

presentó mucha mayor actividad xilanasa que E-PxXIN (Figura R5C). Esto indicaría un enriquecimiento 

en el contenido de proteínas específicamente asociadas con la degradación de xilano en esos extractos.  

Con el objetivo de determinar la vida útil y las mejores condiciones para preservar la actividad 

xilanolítica de los extractos enzimáticos, se ensayó la actividad xilanasa residual de E-PxST en el tiempo, 

mediante conservación sin aditivos a 4 °C, -20 °C y -80 °C, así como también a temperatura ambiente 

(~25 °C) y 37 °C. Durante 4 semanas, no se registró pérdida significativa de actividad en los extractos 

conservados a -80°C y se mantuvo por encima del 80% en los extractos almacenados a 4 °C o -20 °C. 

En condiciones de temperatura ambiente o 37 °C, se mantuvo 80% y 50% de actividad xilanasa después 

de una semana, respectivamente, y luego disminuyó progresivamente, manteniendo 

aproximadamente un 30% de actividad después de 4 semanas en ambas condiciones (Figura R5D). 

Estos resultados indican que los extractos de P. xylanivorans pueden almacenarse fácilmente en 

condiciones de refrigeración estándar, conservando la mayor parte de su actividad xilanolítica. 
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Figura R5: Actividad enzimática de Paenibacillus xylanivorans. Efecto de diferentes fuentes de carbono y 

tiempos de cultivo sobre la actividad xilanasa (A) y celulasa (B) extracelular. E: extracto enzimático extracelular, 

ST: salvado de trigo, RAC: residuo de caña de azúcar, XIN: xilano de madera de haya, SAC: sacarosa. Las diferencias 

estadísticas entre los sustratos de cultivo para cada tiempo se indican con letras diferentes (a, b, c o d), 

determinadas mediante la prueba a posteriori de Fisher (p < 0,05). C) Proteínas totales de cultivos en matraces a 

las 72 hs (E-PxST, E-PxRAC, E-PxXIN y E-PxSAC).  D) Estabilidad térmica del extracto enzimático extracelular de ST 

(E-PxST). Actividad inicial (T0, 100%): 4,62 UIxyn/mL. Los resultados indican medias y desviaciones estándar de 

ensayos por triplicado. 

II. B. Producción de extracto enzimático en biorreactores 

En función de los resultados anteriores, ST y RAC se seleccionaron como las fuentes de carbono más 

promisorias para estandarizar la producción de los extractos enzimáticos de P. xylanivorans en 

biorreactores a escala de laboratorio.  Los extractos enzimáticos extracelulares obtenidos se 

denominaron E-bPxST y E-bPxRAC. La actividad xilanasa de E-bPxST después de 24 hs de fermentación 

fue aproximadamente 5 veces mayor a la obtenida en matraces, alcanzando un valor de 27,64 ± 1,78 

UIxyn/mL (Tabla R4) y una productividad de 1,15 UIxyn/mL/hs. Cabe destacar que el incremento en la 

actividad no se debería a un acompañamiento en el aumento de proteínas totales secretadas, siendo 

los valores similares a los obtenidos previamente (Tabla R4). En E-bPxRAC, la actividad fue inferior a la 

observada previamente en matraces, alcanzando 3,99 ± 0,48 UIxyn/mL a las 48 hs. Esto podría deberse 

a una distribución no homogénea del sustrato en el biorreactor o incluso a variaciones del RACe entre 
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lotes (campaña de cosecha) utilizado. Si bien la composición de los polisacáridos vegetales en RACe 

suele ser similar entre cosechas, el paso del tiempo podría generar una degradación parcial de la 

biomasa favoreciendo el acceso a sus componentes.  

Con el objetivo de maximizar la actividad específica del extracto extracelular obtenido se evaluó su 

concentración mediante las técnicas de ultrafiltración y liofilización (Tabla R4). La ultrafiltración 

permitió concentrar volumétricamente el extracto (E-bPxST) como máximo 8 veces (el extracto 

concentrado se denominó E-bPxSTU) debido a limitaciones técnicas, dado que en este punto la 

membrana de los amicones utilizados (corte de 3 kDa) comenzó a taparse y la recuperación del E-

bPxSTU se dificultó. Mediante esta técnica se obtuvo el extracto en forma líquida (E-bPxSTU) el cual se 

conservó a - 80 °C. A diferencia de la ultrafiltración, mediante liofilización se obtuvo un extracto seco 

en polvo (denominado E-bPxSTL) con 3,13 UIxyn/mg (masa de extracto seco), con una recuperación total 

de 4,3 g (extracto seco) por L de sobrenadante de cultivo. Al resuspender en una concentración 

volumétrica de 10 veces (E-bPxSTL-10X), la actividad xilanasa se concentró aproximadamente 5 veces 

con respecto a la fracción E-bPxST original (Tabla R4). Si bien ambas técnicas permitieron con éxito 

concentrar la actividad xilanolítica presente en E-bPxST, la liofilización fue más eficiente permitiendo 

recuperar el 50% de la actividad enzimática evaluada. Además, en la práctica, disponer del extracto en 

formato polvo permite un uso y conservación más controlada del mismo ya que se resuspende y utiliza 

la cantidad necesaria en cada caso, disminuyendo la posibilidad de pérdida de actividad enzimática por 

precipitación de las proteínas producida por descongelamiento/congelamiento.  

Tabla R4: Escalado de la producción de extracto enzimático en salvado de trigo y estrategias para la 

concentración de la actividad xilanolítica. 

Muestra 
Proteínas 

Totales 
(mg/mL) 

Avtividad 
xilanasa 

(UIxyn/mL) 

Concentración 
volumétrica  

Concentración 
de actividad 

xilanasa  

Recuperación de 
la actividad 

xilanasa total (%) 

E-PxST 0,32 ± 0,02 5,69 ± 0,29 - - - 

E-bPxST 0,29 ± 0,03 27,64 ± 1,78 - - 100 

E-bPxSTU 0,83 ± 0,30 97,69 ± 6,56 8 3,5 42 

E-bPxSTL-10X 3,77 ± 1,04 
136,44 ± 

6,16 
10 4,9 49 

Referencias: E: extracto enzimático extracelular, ST: salvado de trigo, b: biorreactor, U: ultrafiltración, L: 

liofilización y 10X: factor de concentración volumétrica final. Los resultados indican medias y desviaciones 

estándar de ensayos por triplicado. 

 

 

 



  Resultados- Capítulo II 

85 

 

II. C. Estudio del secretoma y análisis genómico 

El genoma de P. xylanivorans fue analizado mediante la plataforma dbCAN3 

(https://bcb.unl.edu/dbCAN2/blast.php). Se identificaron un total de 296 dominios CAZy involucrados 

en la deconstrucción de polímeros lignocelulósicos (celulosa, hemicelulosa y lignina), incluyendo 

glicosil hidrolasas (GHs), carbohidrato esterasas (CEs), glicosil transferasas (GTs), actividades auxiliares 

(AAs), polisacárido liasas (PLs) y módulos de unión a carbohidratos (CBMs) (Figura R6A). Luego de un 

detallado análisis manual, 73 de las 296 CAZimas fueron identificadas como parte del secretoma 

teórico de la bacteria (Anexo 5). Se predijo que 64 presentan péptido señal (vía clásica de secreción) y 

sólo 9 proteínas serían secretadas mediante vías no clásicas e independientes del péptido señal (Figura 

R6B). 

 

Figura R6: Análisis bioinformático de los dominios CAZy predichos en el genoma de P. xylanivorans. A) 

Distribución de los 296 dominios CAZy inferidos en dbCAN3 (Zheng y col., 2023). B) CAzimas que conforman el 

secretoma teórico. El número de proteínas representantes de cada dominio y familia es indicado entre paréntesis. 

Con el fin de explorar la contribución de diferentes proteínas a la actividad xilanolítica observada en 

los extractos enzimáticos, se procedió a la identificación de las mismas por espectrometría de masas a 

partir de los sobrenadantes de cultivo de 72 hs de xilano de madera de haya (E-PxXIN), salvado de trigo 

(E-PxST), residuo de caña de azúcar (E-PxRAC) o sacarosa (E-PxSAC) y de 24 hs en biorreactor (E-bPxST).  

Para cada condición, las proteínas totales de tres cultivos independientes fueron precipitadas y 

analizadas por espectrometría de masas Orbitrap. Para su identificación se emplearon las secuencias 

proteicas de P. xylanivorans depositadas en la base de datos UniProt (Anexo 6). Para el análisis, nos 

centramos en las proteínas que se predijo que serían extracelulares (exo-proteoma) y se tuvieron en 

https://bcb.unl.edu/dbCAN2/blast.php
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cuenta todas las proteínas con dominios CAZy identificadas por, al menos, dos péptidos de alta 

confianza en una de las réplicas (Tabla R5, Anexo 6). Todas las proteínas con dominios CAZy 

identificadas y que conforman el exo-proteoma presentaron péptido señal en su secuencia 

aminoacídica, indicando que serían secretadas por la bacteria al medio extracelular mediante la vía 

clásica de secreción de proteínas.  

Paenibacillus xylanivorans secretó un número similar de proteínas totales cuando se cultivó en fuentes 

de carbono complejas, identificándose 82 en XIN, 97 en RAC y 82 en ST.  Una proporción considerable 

de estas proteínas correspondió a enzimas con dominios CAZy, principalmente GHs de diferentes 

familias. Aproximadamente un 25% de las GHs predichas en el secretoma teórico de la bacteria (Figura 

6B) fueron efectivamente inducidas y secretadas al medio extracelular (exo-proteoma) bajo las 

condiciones ensayadas.  

Si bien numerosas proteínas fueron identificadas en todas las condiciones de cultivo, su abundancia 

relativa varió en función de la fuente de carbono utilizada (Tabla R5). Además, en los sobrenadantes de 

cultivo analizados se identificaron proteínas sin función asignada y proteínas de unión a sustrato 

pertenecientes a transportadores de azúcares de la familia ABC, entre ellas dos presentes en todas las 

condiciones de cultivo analizadas (A0A0N0UHQ7 y A0A0M9BMC5) (Anexo 6). Estas proteínas podrían 

desempeñar un papel relevante en la captación de oligo- y monosacáridos resultantes de la hidrólisis 

(Anderson y col., 2012).  
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Tabla R5: Enzimas extracelulares activas sobre carbohidratos (CAZimas) detectadas en los sobrenadantes de 

cultivo de P. xylanivorans cultivadas en SAC (E-PxSAC), XIN (E-PxXIN), RAC (E-PxRAC) y ST (en matraces, E-PxST, y 

en biorreactor, E-bPxST). EmPAI representa la abundancia relativa de todas las proteínas presentes en las tres 

réplicas, expresada como porcentaje (emPAI %). Solo se incluyeron las proteínas detectadas en al menos una 

muestra de sobrenadantes de matraces. n.d.: no detectado. 

N° Acceso  
(UniProt) 

Actividad predicha1 
Dominios 

CAZy2 

emPAI (%) 

E-PxSAC E-PxXIN E-PxRAC E-PxST E-bPxST 

A0A0N0UH88 

β-xilanasa 

GH10 0,51 0,24 7,06 1,75 22,95 

A0A0M9BSS7 
CBM223-GH10-

CBM9 
0,01 0,01 0,04 0,01 0,14 

A0A0M9BNX9 GH11 n.d. 0,49 n.d. n.d. 2,08 

A0A0M9BKU4 β-xilosidasa/α-L-
arabinofuranosidasa 

GH43 0,03 n.d. n.d. n.d. 0,01 

A0A0M9BMQ2 GH43-CBM6 0,01 n.d. 0,01 n.d. n.d. 

A0A0N0UH60 
Arabinogalactano 

endo-β-1,4-
galactanasa 

GH53 n.d. 0,01 0,03 0,02 0,05 

A0A0M9BJY6 

Endoglucanasa 

GH9-CBM33 n.d. n.d. 0,02 0,01 0,06 

A0A0M9BNM4 GH5 n.d. n.d. 0,021 n.d. n.d. 

A0A0M9BLE1 GH5 0,02 0,01 0,01 0,01 n.d. 

A0A0N0C312 
Celulosa 1,4-β-
celobiosidasa 

GH48-CBM3 n.d. n.d. 0,06 0,01 0,01 

A0A0N0UHK4 

1,3-β-D- glucanasa 

GH16 0,05 n.d. n.d. n.d. n.d. 

A0A0M9BND1 GH16-CBM13 0,03 0,04 0,01 n.d. 0,01 

A0A0N0UHX7 GH16 0,02 n.d. 0,04 n.d. 0,05 

A0A0M9BMA0 β-1,6-glucanasa GH30_3 0,01 n.d. n.d. n.d. n.d. 

A0A0N0C3V2 α-1,3-glucanasa GH87 n.d. n.d. 0,01 n.d. n.d. 

A0A0M9BS59 Glucuronoxilanasa GH30_8 n.d. n.d. 0,02 n.d. 0,03 

A0A0M9BIU5 α-amilasa GH13-CBM20 0,07 0,13 0,30 2,22 1,73 

A0A0M9BML6 
Quitinasa 

GH18-CBM12 n.d. 0,01 0,05 0,01 0,04 

A0A0N0UHA1 GH18 n.d. n.d. 0,036 0,01 0,01 

A0A0N0C4J8 
Endo-β-N-

acetilglucosaminidas
a 

GH85-CBM32 n.d. n.d. n.d. 0,01 n.d. 

A0A0M9BTW6 LPMO AA10 n.d. n.d. 0,01 0,01 0,03 

A0A0N0UGQ3 

Pectato Liasa 

PL9_1 n.d. 0,01 0,06 0,01 n.d. 

A0A0N0C2M9 PL3_1 n.d. 0,01 n.d. n.d. n.d. 

A0A0M9BRL2 PL11 n.d. 0,01 n.d. n.d. n.d. 

A0A0M9BL17 PL1 n.d. n.d. n.d. 0,02 0,16 

1 Actividad predicha por CAZy y BLASTp (análisis de homología del NCBI); 2 Predicción de los dominios de Enzimas 

Activas sobre Carbohidratos por dbCAN2/dbCAN3 (Zheng y col., 2018, 2023). 

En base a este análisis, las enzimas principales implicadas en la deconstrucción de polisacáridos 

estructurales, identificadas en todas las condiciones de cultivo (E-PxRAC, E-PxST y E-PxXIN), incluyeron 
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dos β-xilanasas GH10, una α-amilasa GH13, una quitinasa GH18, una endo-galactanasa GH53 y una 

pectato-liasa PL9. Se detectó también una GH5, identificada como posible endo-glucanasa, aunque la 

función predicha es incierta ya que la familia GH5 es muy diversa, con 57 subfamilias y 34 actividades 

enzimáticas posibles descriptas hasta la fecha (https://www.cazy.org/GH5.html, último acceso 

septiembre 2025) (Figura R7).  

Figura R7: Enzimas activas sobre carbohidratos extracelulares (CAZymas) identificadas en los secretomas de P. 

xylanivorans. Las enzimas también detectadas en sobrenadantes de cultivos de sacarosa se indican en negrita. 

E: extracto enzimático extracelular, XIN: xilano de madera de haya, ST: salvado de trigo, RAC: residuo de caña de 

azúcar, GH: glicosil hidrolasa, CBM: módulo de unión a carbohidratos, PL: polisacárido liasa. 

Entre las xilanasas identificadas, una GH10 (PxXyn10A, Uniprot: A0A0N0UH88, anteriormente 

denominada XynA) mostró una alta representación en todas las condiciones de cultivo analizadas. La 

proteína más abundante en E-PxXIN fue la xilanasa GH11 (PxXyn11B, Uniprot A0A0M9BNX9), seguida 

de PxXyn10A. En trabajos previos del grupo con P. xylanivorans, PxXyn10A y PxXyn11B fueron 

identificadas en XIN en cultivos de 96 hs y expresadas como recombinantes, lo que permitió demostrar 

su actividad endo-β-1,4-xilanasa (EC 3.2.1.8) y establecer su mecanismo de acción (Ghio y col., 2018; 

de Mello Capetti y col., 2023a). Sin embargo, hasta la fecha, no se había determinado la contribución 

relativa de cada enzima a la actividad xilanolítica. Cabe destacar que, en el sobrenadante de cultivo en 

sacarosa (E-PxSAC) se detectaron algunas CAZimas, lo cual sugiere una expresión basal de las mismas, 

aunque su abundancia relativa respecto de otras proteínas fue muy baja. Entre ellas, PxXyn10A fue la 

CAZima más abundante.   

Los secretomas correspondientes a cultivos en biomasas complejas, E-PxRAC y E-PxST, presentaron un 

mayor número de CAZimas, de las cuales 12 estaban presentes en ambas condiciones, incluyendo 

https://www.cazy.org/GH5.html
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enzimas que actúan sobre xilanos y glucanos. En E-PxRAC, PxXyn10A fue la proteína más abundante 

(7,06%), mientras que en E-PxST, una GH13 fue ligeramente más abundante que PxXyn10A (2,22% y 

1,75%, respectivamente), esto podría estar relacionado con la presencia de α-glucanos en ST (que en 

el análisis porcentual de esta biomasa fueron aproximadamente 22%). Cabe destacar que, aunque 

PxXyn11B no fue detectada en los sobrenadantes de cultivo de 72 hs en RAC y ST, la enzima sí fue 

identificada en el análisis proteómico de la muestra del sobrenadante correspondiente al cultivo de 24 

hs en biorreactor (E-bPxST) como una de las proteínas más abundantes, después de PxXyn10A. Estos 

resultados podrían indicar un papel temprano de PxXyn11B en la degradación de xilanos, o bien reflejar 

diferencias propias del cultivo en biorreactor respecto de los matraces, especialmente aquellas 

vinculadas con la agitación y su impacto en la disponibilidad del sustrato. En el sobrenadante E-bPxST, 

también se detectaron una β-xilosidasa GH43, dos β-glucanasas GH16 y una xilanasa GH30_8 con baja 

abundancia relativa. Las dos GH16 y la GH30_8 también fueron identificadas en baja proporción el 

sobrenadante E-PxRAC (Tabla R5). 

Además, se detectaron algunas proteínas intracelulares, posiblemente debido a la lisis celular durante 

el procesamiento de la muestra (Tabla R6). 
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Tabla R6: Enzimas intracelulares activas sobre carbohidratos (CAZimas) detectadas en los sobrenadantes de 
cultivos de 72 hs en SAC (E-PxSAC), XIN (E-PxXIN), RAC (E-PxRAC), ST (E-PxST) y en el sobrenadante del cultivo de 
24 hs en biorreactor (E-bPxST). EmPAI representa la abundancia relativa de todas las proteínas presentes en las 
réplicas analizadas, expresada en porcentaje (emPAI %). Solo se incluyeron las proteínas detectadas en al menos 
una muestra de sobrenadantes de matraz. n.d.: no detectado. 

N° Acceso 
(UniProt) 

Actividad predicha 1 
Dominio 

CAZy2 

emPAI (%) 

E-PxSAC E-PxXIN E-PxRAC E-PxST E-bPxST 

A0A0M9BPS9 
β-xilosidasa 

GH52 0,052 0,222 0,032 0,101 0,009 

A0A0M9BKV0 GH30_2 n.d. 0,019 0,016 0,010 0,003 

A0A0M9BJW2 α-N-
arabinofuranosidasa 

GH51 0,017 0,023 0,028 0,071 n.d. 

A0A0N0C680 GH51 n.d. n.d. 0,071 0,043 0,023 

A0A0N0C535 α-1,2-glucuronidasa GH67 n.d. 0,027 n.d. n.d. n.d. 

A0A0M9BT21 Alpha/beta hidrolasa n.d. 0,260 1,39 0,032 0,159 0,041 

A0A0M9BJV4 Quitinasa GH18 n.d. 0,008 0,008 0,019 0,023 

A0A0M9BN42 

β-galactosidasa 

GH2 n.d. n.d. 0,037 n.d. n.d. 

A0A0M9BJ88 GH2 n.d. 0,003 n.d. n.d. n.d. 

A0A0M9BLX4 GH42 n.d. 0,002 n.d. n.d. n.d. 

A0A0N0C3J8 
β-1,4-mano-

oligosacarido fosforilasa 
GH130 n.d. n.d. n.d. 0,022 

n.d. 

A0A0N0UHN7 α-galactosidasa GH36 n.d. 0,005 n.d. n.d. n.d. 

A0A0N0C5J2 1,4-α-galacturonidasa GH28 n.d. 0,004 n.d. n.d. n.d. 

A0A0M9BLY5 6-fosfo-β-glucosidasa GH1 n.d. 0,003 n.d. n.d. n.d. 

A0A0M9BRS1 β-glucosidasa GH3 n.d. n.d. 0,005 0,004 n.d. 

A0A0M9BMC6 
α-L-fucosidasa 

GH29 n.d. 0,002 n.d. n.d. n.d. 

A0A0N0C5Z8 GH95 n.d. n.d. 0,005 n.d. n.d. 

A0A0N0UHQ4 
α-manosidasa 

GH38 n.d. n.d. 0,005 0,001 n.d. 

A0A0N0UHT9 GH38 n.d. n.d. n.d. 0,018 0,003 

A0A0N0UH27 
Glicosil transferasa 

GT1 n.d. 0,012 n.d. n.d. n.d. 

A0A0N0C5I2 GT35 n.d. 0,003 n.d. n.d. n.d. 

   
1 Actividad predicha por CAZy y BLASTp (análisis de homología del NCBI); 2 Predicción de los dominios de Enzimas 

Activas sobre Carbohidratos por dbCAN2/dbCAN3 (Zheng y col., 2018, 2023). 

La expresión coordinada y abundancia diferencial de CAZimas en los secretomas provenientes de 

cultivos con diferentes fuentes de carbono, nos llevó a preguntarnos si los genes codificantes para las 

mismas se encuentran agrupados en el genoma. Mediante la exploración del contexto genómico de los 

genes codificantes para a las enzimas identificadas, encontramos que en su amplia mayoría estos se 

encuentran dispersos a lo largo de todo el genoma y no agrupados en ciertas regiones cromosómicas. 

La mayoría de estas secuencias están flanqueadas por secuencias que codifican proteínas de función 

aún desconocida como así también, secuencias codificantes para distintos componentes de la familia 

de transportadores ABC (involucrados en el transporte de azúcares) y reguladores transcripcionales 

(Anexo 6). Las secuencias reguladoras de la transcripción más prevalentes en las regiones cercanas a 
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los genes de CAZimas analizadas, pertenecen a las familias AraC y LacI. Ninguno de los componentes 

de transportadores ABC localizados en las regiones flanqueantes a las CAZimas se identificó en los 

sobrenadantes estudiados. 

Si bien las secuencias correspondientes a CAZimas se distribuyen a lo largo de todo el genoma, algunas 

se agrupan en regiones específicas e incluso, en ciertos casos, aparecen adyacentes. No obstante, aún 

no se ha evaluado si las mismas conforman unidades transcripcionales (Figura R8 y R9, Anexo 6). 

PxXyn10A (A0A0N0UH88) se encuentra adyacente, aunque en sentido inverso, de una secuencia que 

codifica para una potencial β-xilosidasa intracelular de la familia GH30_2 (A0A0M9BKV0) (Figura R8). 

Esta enzima fue identificada en todos los extractos enzimáticos de P. xylanivorans (excepto en E-PxSAC) 

(Tabla R6), probablemente por lisis celular en el procesamiento de los cultivos, pero demostrando que 

es expresada en las condiciones analizadas. Esto también se observó en otros casos, por ejemplo, dos 

GHs activas sobre celulosa: una GH9 (endo-glucanasa, A0A0M9BJY6) y la única GH48 (celobiohidrolasa 

desde el extremo reductor, A0A0N0C312) se disponen de manera adyacente en el genoma y aguas 

arriba de una secuencia codificante para una potencial α-L-arabinofuranosidasa (enzima 

desramificante) intracelular perteneciente a la familia GH51_1 (A0A0M9BJW2) (Figura R9). Las tres 

enzimas fueron detectas en E-PxST y E-PxRAC (Tabla R5 y R6). El mismo patrón se observa para las dos 

quitinasas de la familia GH18 identificadas en los secretomas analizados, las cuales se localizan 

consecutivamente (Figura R9). En conjunto, estos resultados sugieren una posible expresión 

concomitante de las enzimas mencionadas.  
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Figura R8: Contexto genómico de glicosil hidrolasas activas sobre hemicelulosa codificadas por Paenibacillus 

xylanivorans. Glicosil hidrolasas identificación en exo-proteomas analizados. PxXyn xilanasas pertenecientes a 

las familias GH10, GH11 y GH30. PxXyl β-xilosidasa perteneciente a la familia GH30. Entre paréntesis se indica el 

número de acceso UniProt correspondiente a casa enzima.  
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Figura R9: Contexto genómico de glicosil hidrolasas activas sobre celulosa codificadas por Paenibacillus 

xylanivorans. Entre paréntesis se indica el número de acceso UniProt correspondiente a casa enzima.  

II. D. Hidrólisis de xilanos utilizando extractos enzimáticos extracelulares de P. xylanivorans 

Dado que el extracto enzimático (sobrenadante de cultivo en ST en biorreactor), liofilizado y 

concentrado (E-bPxSTL-10X) fue el de mayor actividad xilanolítica , evaluamos su actividad sobre xilanos 

estructuralmente distintos (provenientes de diferentes fuentes tanto comerciales como industriales), 

incluyendo: glucurono-xilano de madera de haya (XIN), xilano industrial insoluble no sustituido (INX), 

arabino-xilano de hojuela de avena (OAX) y arabino-xilano de trigo (viscosidad media) (WAX) (Curry y 
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col., 2023). Los detalles de su estructura y composición se encuentran descritos en la Tabla M3 de la 

sección 2 de materiales y métodos.  En el ensayo se incluyó un cóctel xilanolítico comercial 

multienzimático, NS22244, (Novozyme) como control positivo. 

El rendimiento de conversión a azúcares simples alcanzado por ambos cócteles varió de manera 

marcada para las distintas fuentes de xilano, probablemente debido a las diferencias en el tipo, la 

cantidad y el patrón de los sustituyentes presentes en cada sustrato ensayado (Tabla R7). En este 

sentido, la mayor conversión total, rondando el 60%, se observó al utilizar INX como sustrato, mientras 

que la menor eficiencia hidrolítica fue sobre el WAX (4,14% para E-bPxSTL-10X y 14,35% para NS22244), 

posiblemente debido a su alto grado de sustituciones (~38% de residuos de arabinosa) y su viscosidad 

(Tabla R7). Este resultado subraya la dificultad intrínseca de este sustrato para ser degradado. 

En cuanto a los productos de reacción, E-bPxSTL-10X liberó xilobiosa (X2) y xilosa (X1), mientras que 

NS22244 produjo principalmente X1 (Tabla R7, Figura R10), un resultado esperable dado que el cóctel 

comercial presenta enzimas desramificantes y β-xilosidasas que remueven las sustituciones y degradan 

XOS para generar X1. Estas enzimas complementarias se encuentran subrepresentadas o ausentes en 

el extracto E-bPxSTL-10X. 

Tabla R7: Hisrólisis enzimática de xilanos provenientes de diferentes fuentes. El ensayo se estandarizó a 500 

UIxyn/gxilano de actividad enzimática, utilizando un cóctel in house (E-bPxSTL-10X) y uno comercial (NS22244). Los 

azúcares xilobiosa (X2) y la xilosa (X1) se cuantificaron mediante HPAEC-PAD. El rendimiento de conversión es la 

proporción del azúcar liberado respecto al azúcar total contenido en el polímero, expresada como porcentaje (%). 

n.d.: no detectado; n.c.: no cuantificado (<0,03 mg/mL). Los resultados indican medias y desviaciones estándar 

de ensayos por triplicado. Las diferencias estadísticas entre los tratamientos para cada sustrato se indican con un 

asterisco (*), determinadas mediante la prueba T pareada (p < 0,05). 

Sustrato 
Cóctel 

enzimático 

Azúcar liberado (mg/mL) Rendimiento de conversión (%) 

X1 X2 X1 X2 TOTAL 

XIN 
E-bPxSTL-10X 7,71 ± 1,05 9,25 ± 1,29 13,73 ± 1,87 17,39 ± 2,42 31,12 ± 4,29 

NS22244 21,88 ± 0,38 n.q. 38,94 ± 1,47 - 38,94 ± 1,47 

INX 
E-bPxSTL-10X 12,37 ± 0,39 20,79 ± 0,40 23,27 ± 0,72 39,09 ± 0,76 62,34 ± 0,99 

NS22244 31,01 ± 1,48 1,70 ± 0,18 58,31 ± 2,278 3,20 ± 0,34 61,50 ± 3,25 

OAX 
E-bPxSTL-10X 5,54 ± 0,17 6,53 ± 0,06 9,86 ± 0,30 12,27 ± 0,11 22,13 ± 0,40 

NS22244 21,64 ± 0,97 0,86 ± 0,29 39,34 ± 1,52 1,61 ± 0,54 40,96 ± 0,98 (*) 

WAX 
E-bPxSTL-10X 1,91 ± 0,22 0,39 ± 0,04 3,41 ± 0,40 0,73 ± 0,07 4,14 ± 0,33 

NS22244 8,06 ± 0,34 n.d 14,35 ± 0,61 - 14,35 ± 0,61 (*) 
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Figura R10: Análisis HPAEC-PAD de los productos de hidrólisis de diferentes sustratos de xilano mediante el 

cóctel in house E-bPxSTL-10X y el cóctel comercial NS22244 (Novozyme). A) Xilano de madera de haya; B) Xilano 

industrial; C) Xilano de hojuela de avena; D) Arabino-xilano de trigo de viscosidad media; E) Azúcares estándar: 

Ara (arabinosa 5 mM), X1 (xilosa 5 mM) y X2 (xilobiosa 1 mM). Los cromatogramas pequeños de la derecha 

corresponden a cada control de sustrato (sin enzimas). La cantidad de cada azúcar liberado se indica entre 

paréntesis como media y desviación estándar por triplicado (mg/mL). nC: Respuesta PAD. El tiempo de retención 

(min) se indica en el eje X. 
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En función de estos resultados, probablemente la complementación selectiva del extracto E-bPxSTL-

10X con actividades desramificantes y β-xilosidasas podría aumentar su productividad general de 

manera de equiparar el rendimiento total del cóctel comercial en arabino-xilanos complejos. 

Finalmente, se evaluó el potencial de este extracto enzimático para la valorización de biomasa 

lignocelulósica residual. Para ello se ensayó la capacidad de hidrólisis de E-bPxSTL-10X sobre residuo de 

caña de azúcar pretratada mediante extrusión alcalina (procedimiento químico-térmico que permite 

abrir la fibra y eliminar parte de la lignina) (RACe). La composición de esta biomasa es de 29,2 ± 0,4% 

de celulosa/β-glucanos; 21,1 ± 0,1% de hemicelulosa (de la cual 17,7 ± 0,1% xilano, 1,0 ± 0,06% 

galactano, 2,70 ± 0,06 % arabinano); 18,1 ± 0,6% de lignina. Dada la proporción de sustituciones de 

arabinosa (aproximadamente 3% del peso seco total) y en función de los resultados previos sobre 

arabino-xilanos comerciales, evaluamos la suplementación de E-bPxSTL-10X con una α-L-

arabinofuranosidasa recombinante (CsAbf62A) (Garrido y col., 2022), así como con una β-xilosidasa 

GH43 (EcXyl43) (Campos y col., 2014; Ontañon y col., 2018) para completar la degradación del xilano 

presente en la biomasa a X1. Los principales productos de la hidrólisis obtenidos con E-bPxSTL-10X 

fueron XOS cortos y X1 (Figura R11).  

Figura R11: Análisis en cromatografía en capa delgada (TLC) de los productos de hidrólisis de residuo de caña 
de azúcar pretratada mediante extrusión alcalina (RACe). Las reacciones se realizaron utilizando E-bPxSTL-10X, 
suplementado con CsAbf62A y/o EcXyl43, o NS22002, según se indica (+). Azúcares estándares: G1 (glucosa), G2 
(celobiosa), G3 (celotriosa), G4 (celotetraosa), G5 (celopentosa), G6 (celohexosa), X1 (xilosa), X2 (xilobiosa), X3 
(xilotriosa), X4 (xilotetraosa), X5 (xilopentosa), X6 (xilohexosa) y Ara (arabinosa). 

Como era de esperarse, el rendimiento de glucosa fue bajo (inferior a 0,03 mg/mL), lo que refuerza la 

naturaleza xilanolítica del extracto. La suplementación con CsAbf62A resultó en la liberación de 

arabinosa y un aumento en el rendimiento de conversión a X1, acompañado por una reducción de la 
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fracción de XOS. Asimismo, la adición de EcXyl43 aumentó la conversión a X1 (Figura R11, Tabla R8). 

Por lo tanto, la suplementación de E-bPxSTL-10X con CsAbf62A y EcXyl43 permitió no solo la liberación 

selectiva de arabinosa, sino que también mejoró de manera significativa la conversión total a X1. En 

este caso se incluyó un cóctel xilanolítico comercial con alta actividad arabinofuranosidasa, NS22002, 

(Novozyme) como control positivo. Si bien ambos cócteles enzimáticos se aplicaron en las mismas 

unidades xilanasa relativas (500 UIxyn/gbiomasa), la actividad de NS22002 sobre RACe resultó en una 

mayor conversión a X1 (16,22%) y arabinosa (34,20%) en comparación con la obtenida utilizando E-

bPxSTL-10X suplementado con CsAbf62A y EcXyl43 (7,76 % y 17,51%, respetivamente) (Tabla R8). Estos 

resultados sugieren que puede ser necesario suplementar con mayor actividad de estas enzimas o que 

existen actividades adicionales en el cóctel comercial que contribuyen a la degradación del sustrato. Es 

destacable que NS22002 resultó también en la liberación de glucosa (0,76 mg/mL, conversión total de 

aproximadamente 4%), lo cual puede ser una característica no deseada cuando el objetivo es valorizar 

de manera específica la fracción de xilano que forma parte de la biomasa. 

Tabla R8: Hidrólisis enzimática de residuo de caña de azúcar pretratada (RACe). E-bPxSTL-10x: extracto 

enzimático extracelular de ST liofilizado; NS2002: cóctel enzimático comercial (Novozymes). Las reacciones se 

llevaron a cabo en 1 mL con 5 % (p/v) de RACe, 25 UI de E-bPxSTL-10X o NS22002 y 50 µg/mL de CsAbf62A y/o 

EcXyl43, según se indica. Las concentraciones de xilosa, arabinosa y glucosa se determinaron enzimáticamente 

utilizando kits comerciales. El rendimiento de conversión es la proporción (%) del azúcar liberado respecto al 

azúcar total contenido en SCRe. n.q.: no cuantificado (<0,05 mg/mL). Los resultados indican medias y 

desviaciones estándar de ensayos por triplicado. Para cada producto ensayado (xilosa o arabinosa) diferentes 

letras (a, b, c o d) indican diferencias estadísticas entre tratamientos, determinadas mediante la prueba a 

posteriori de Fisher (p < 0,05). 

Cóctel enzimático 
Azúcar liberado (mg/mL) Rendimiento de conversión (%) 

Xilosa Arabinosa Xilosa Arabinosa 

E-bPxSTL-10X 0,50 ± 0,01 0,02 ± 0,01 4,67 ± 0,12 (a) 0,79 ± 0,07 (a) 

E-bPxSTL-10X + CsAbf62A 0,66 ± 0,02 0,28 ± 0,01 6,17 ± 0,18 (b) 18,72 ± 0,94 (b) 

E-bPxSTL-10X + EcXyl43 0,68 ± 0,03 0,06 ± 0,02 6,32 ± 0,31 (b) 4,03 ± 1,03 (c) 

E-bPxSTL-10X + CsAbf62A + 
EcXyl43 

0,83 ± 0,02 0,27 ± 0,02 7,76 ± 0,19 (c) 17,51 ± 1,11 (b) 

NS22002 1,72 ± 0,00 0,52 ± 0,06 16,22 ± 0,04 (d) 34,20 ± 3,85 (d) 

En la actualidad, el desarrollo de procesos sostenibles y eficientes que integren el pretratamiento y la 

hidrólisis de la biomasa lignocelulósica continúa siendo un desafío significativo para las biorrefinerías. 

En este sentido, la búsqueda de nuevas actividades enzimáticas, así como la formulación de cócteles 

enzimáticos específicos y económicamente viables, representa un área de investigación activa. En 

general, se demostró que el extracto enzimático extracelular de P. xylanivorans, suplementado con 

actividades enzimáticas específicas, es promisorio para la degradación específica del xilano, uno de los 

principales componentes hemicelulósicos de la biomasa lignocelulósica. 



 

 
 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Capítulo III:  Expresión recombinante de dos glicosil 

hidrolasas de la familia GH30 de P. xylanivorans A59
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La degradación eficiente del xilano, un polisacárido estructural complejo de la hemicelulosa requiere 

la acción concertada de diversas enzimas, entre las que destacan las xilanasas, β-xilosidasas y enzimas 

accesorias. Las xilanasas, especialmente las pertenecientes a las familias GH10, GH11 y GH30, actúan 

sobre los enlaces β-(1→4) de la cadena principal del xilano, generando XOS y, eventualmente, xilosa. 

Las β-xilosidasas, por su parte, catalizan la liberación secuencial de xilosa desde los extremos no 

reductores de los XOS, completando la hidrólisis del polímero. Complementariamente, enzimas 

accesorias remueven los grupos decorativos de las cadenas laterales, facilitando el acceso de las 

enzimas principales al sustrato. En este contexto, las xilanasas de la familia GH30 se destacan por sus 

patrones de hidrólisis específicos y su potencial para generar nuevos XOS, lo que las convierte en 

candidatas prometedoras para cócteles enzimáticos de próxima generación.  

Mediante el análisis proteómico de los extractos extracelulares de P. xylanivorans se detectó una GH30 

con posible actividad glucurono-xilanasa, en el sobrenadante de cultivo en RAC, en baja abundancia 

relativa (<0,05%) (Tabla R5). Esto resultó en contraste respecto de la abundancia de las otras xilanasas 

identificadas.  

Por lo tanto, se estudió si la abundancia relativa de la enzima podría aumentar en caso de utilizar una 

fuente de biomasa rica en GX. Para ello, se repitieron los ensayos de cultivo y análisis del extracto 

extracelular de la bacteria, utilizando como fuente de carbono el BABe, pre-tratado por extrusión 

alcalina para abrir la fibra.  

En estas condiciones, la abundancia relativa de esta enzima aumentó (de 0,02% en E-PxRAC a 0,28% 

en E-PxBABe), aunque fue mucho menor a las que presentaron las dos xilanasas principales: PxXyn10A 

(7,24%) y PxXyn11B (5,81%) (Tabla R9). 
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Tabla R9: Enzimas extracelulares activas sobre carbohidratos (CAZimas) detectadas en los sobrenadantes de 

cultivo de P. xylanivorans sobre BABe (E-PxBABe). EmPAI representa la abundancia relativa de todas las proteínas 

presentes en las tres réplicas, expresada como porcentaje (emPAI %). Solo se incluyeron las proteínas detectadas 

en al menos una muestra de los sobrenadantes. 

N° Acceso 
(UniProt) 

Actividad predicha1 
Dominio 

CAZy2 
Péptido señal3 

emPAI 
(%) 

A0A0N0UH88 

β-xilanasa 

PxXyn10A 1-33 7,236  

A0A0M9BSS7 
CBM223-

GH10-CBM9 
1-30 0,210 

A0A0M9BNX9 PxXyn11B 1-28 5,81 2 

A0A0M9BS59 Glucurono-xilanasa GH30_8 1-33 0,283 

A0A0M9BKU4 β-xilosidasa/α-L-
arabinofuranosidasa 

GH43 1-28 0,149 

A0A0M9BMQ2 GH43-CBM6 1-20 0,001 

A0A0N0C2U9 α-xilosidasa GH31 
Vía 

independiente 
0,044 

A0A0N0UH60 
Arabinogalactano endo-β-1,4-

galactanasa 
GH53 1-33 0,101 

A0A0M9BJY6 

Endoglucanasa 

GH9-CBM33 1-27 0,162 

A0A0M9BNM4 GH5 1-30 0,128 

A0A0M9BLE1 GH5 1-30 0,002 

A0A0N0C418 GH5-CBM46 1-31 0,011 

A0A0N0C312 
Celulosa 1,4-β-celobiosidasa 

GH48-CBM3 1-35 0,177 

A0A0N0UGS5 GH6-CBM3 1-36 0,005 

A0A0N0UHK4 

1,3-β-D- glucanasa 

GH16 1-38 0,031 

A0A0M9BND1 
GH16-
CBM13 

1-19 0,299 

A0A0N0UHX7 GH16 1-25 0,006 

A0A0M9BMA0 β-1,6-glucanasa GH30_3 1-29 0,059 

A0A0N0C3V2 α-1,3-glucanasa GH87 1-31 0,002 

A0A0M9BIU5 α-amilasa 
GH13-
CBM20 

1-18 0,725 

A0A0M9BML6 Quitinasa 
GH18-
CBM12 

1-40 0,004 

A0A0M9BTW6 LPMO AA10 1-37 0,091 

A0A0N0UGQ3 

Pectato Liasas 

PL9_1 1-22 0,506 

A0A0N0C2M9 PL3_1 1-25 0,018 

A0A0M9BRL2 PL11 1-38 0,046 

1 Actividad predicha por CAZy y BLASTp (análisis de homología del NCBI); 2 Predicción de los dominios de Enzimas 

Activas sobre Carbohidratos por dbCAN2/dbCAN3 (Zheng y col., 2023); 3Predicción de péptido señal por SignalP 

versión 6.0 (Teufel y col., 2022) y SecretomeP versión 2.0 (Bendtsen y col., 2005). 

Además, los análisis proteómicos en todas las condiciones ensayadas revelaron la presencia de una 

GH30, con actividad predicha β-xilosidasa (GH30_2). Esta enzima es predicha como intracelular, pero 

su presencia en los secretomas puede deberse a lisis celular durante la manipulación de la muestra 

(Tabla R6 y R10), como se mencionó en el capítulo II.  
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Tabla R10: Enzimas intracelulraes activas sobre carbohidratos (CAZimas) detectadas en los sobrenadantes de 

cultivo de P. xylanivorans sobre BABe (E-PxBABe). EmPAI representa la abundancia relativa de todas las proteínas 

presentes en las tres réplicas, expresada como porcentaje (emPAI %). Solo se incluyeron las proteínas detectadas 

en al menos una muestra de los sobrenadantes.  

N° Acceso (UniProt) Descripción1 Dominio CAZy2 emPAI (%) 

A0A0M9BKV0 

β-xilosidasa/α-L-arabinofuranosidasa 

GH30_2 0,019 

A0A0M9BPS9 GH52 0,339 

A0A0M9BJW2 GH51 0,090 

A0A0N0C680 GH51 0,042 

A0A0M9BJV4 GH18 0,005 

A0A0N0C3P2 
β-galactosidasa 

GH42 0,007 

A0A0N0C2U7 GH42 0,006 

A0A0N0C3J8 
β-1,4-mannooligosaccharide 

phosphorylase 
GH130 0,009 

A0A0N0UHT9 α-mannosidase GH38 0,013 

A0A0N0C5Z8 α-L-fucosidase GH95 0,006 

A0A0N0C316 Módulo de unión a carbohidratos CBM9 0,007 

1 Actividad predicha por CAZy y BLASTp (análisis de homología del NCBI); 2 Predicción de los dominios de Enzimas Activas 

sobre Carbohidratos por dbCAN2/dbCAN3 (Zheng y col., 2023). 

III. A. Análisis de la diversidad de la familia GH30 en P. xylanivorans A59 

La familia GH30 forma parte de la base de datos CAZy desde hace más de 30 años, sin embargo, ha sido 

poco estudiada. En el año 2010 xilansas que formaban parte de la familia GH5 fueron transferidas a la 

familia GH30 luego de un análisis bioinformático y estructural exhaustivo de los dominios catalíticos, 

siendo el primer reporte de esta actividad enzimática dentro de la familia (St John y col., 2010; Puchart 

y col., 2021). Dada su diversidad (17 actividades enzimáticas asignadas), la familia GH30, se encuentra 

clasificada en la actualidad en 12 subfamilias. Si bien en algunos casos existen varias secuencias 

depositadas y clasificadas en las distintas subfamilias en la base de datos CAZy, en la mayoría presenta 

muy pocos miembros caracterizados (Tabla R11) (https://www.cazy.org/GH30.html).  
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Tabla R11: Clasificación de la familia GH30. Adaptado de Puchart y col., 2021. Se incluyen los números de 

secuencias depositadas y de enzimas caracterizadas en la base de datos CAZy (último acceso 15 de diciembre del 

2025). 

Subfamilia Actividad Específica 
Depositadas 

(Caracterizadas) 
Organismo 

GH30_1 
Glucocerebrosidasas (EC 3.2.1.45), β-glucosidasas/β-

xilosidasas (EC 3.2.1.21/ 3.2.1.37) 
(no hemicelulolíticas) 

1769 
(5) 

Bacteria y 
Humano 

GH30_2 
α-L-Arabinofuranosidasas/β-xilosidasas (EC 3.2.1.55/ 

3.2.1.37) (hemicelulolíticas y no hemicelulolíticas) 
615 
(2) 

Bacteria 

GH30_3 
Endo-β-1,6-glucanasas 

 (EC 3.2.1.75) 
3210 
(15) 

Bacteria y 
Hongo 

GH30_4 
β-D-fucosidasas  

(EC 3.2.1.38) 
595 
(2) 

Bacteria 

GH30_5 
Exo-/Endo-β-1,6-galactanasas 

(EC 3.2.1.213/3.2.1.164) 
1321 

(5) 
Bacteria y 

Hongo 

GH30_6 β-glucosidasas (EC 3.2.1.21) 
98 
(1) 

Bacteria 

GH30_7 
Xilanasas eucariotas, generalmente no específicas, 

β-xilosidasas y β-xilosidasas del extremo redictor (EC 
3.2.1.8, 3.2.1.37 y  3.2.1.156) 

1018 
(13) 

Hongo 

GH30_8 
Xilanasas procariotas, principalmente glucurono-

xilanasas específicas  
(EC 3.2.1.136, 3.2.1.8) 

1604 
(21) 

Bacteria 

GH30_9 
β-glucuronidasas  

(EC 3.2.1.31,  3.2.1.167) 
146 
(1) 

Bacteria 

GH30_10 
Glucurono-xilano exo-β-1,4-xilobiosidasa 

(EC 3.2.1.-) 
8 

(3) 
Bacteria 

GH30_11 
Arabinogalactano exo-β-1,6-galactobiosidasa 

(EC 3.2.1.-) 
285 
(3) 

Hongo 

GH30_12 
Xilano endo-β-1,4-xilosidasa, glucurono-arabino-

xilano endo-β-1,4-xilosidasa 
(EC 3.2.1.8, 3.2.1.136) 

22 
(1) 

Bacteria 

El genoma de P. xylanivorans codifica para seis enzimas de la familia GH30: tres de ellas son 

intracelulares y las otras tres presentan péptido señal y forman parte del secretoma teórico de la 

bacteria (Figura R6B).  

Con el fin de analizar la distribución de las GH30 de P. xylanivorans en subfamilias para establecer 

posibles actividades enzimáticas de las mismas, se construyeron redes de similitud de secuencias (SSN- 

Sequence Similarity Network) utilizando todas las secuencias disponibles de la familia GH30 de la base 

de datos CAZy (enero de 2025), discriminadas en subfamilias, utilizando la herramienta EFI-ENZYME 

SIMILARITY TOOL (Zallot y col., 2019). En la visualización de un SSN, cada secuencia de proteína está 

representada por un nodo (círculo). Cada nodo se encuentra conectado mediante líneas con todos los 

nodos con los que comparten una similitud de secuencia mayor a un valor umbral establecido. Las 
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secuencias de la red unidas por líneas se agrupan en clusters, cuyo tamaño depende del valor umbral 

de similitud de secuencia establecido para el análisis. Los resultados obtenidos utilizando un umbral de 

alineamiento de 75 (valor o score del alineamiento) se ilustran en la Figura R12. Se seleccionó este 

valor umbral dado que en este punto de corte todos los clusters generados contienen secuencias de 

una única subfamilia. Algunas secuencias clasificadas dentro de una subfamilia formaron clusters 

menores o se ubicaron como como secuencias únicas (singletons), que no se conectaron con el cluster 

principal correspondiente. Este patrón se observa principalmente en secuencias clasificadas dentro de 

las subfamilias 3, 5 y 8. Los nodos marcados en celeste indican las seis secuencias pertenecientes a P. 

xylanivorans.  

La secuencia A0A0M9BKV0 se agrupó dentro del cluster correspondiente a la subfamilia 2 (Figura R12), 

que comprende α-L-arabinofuranosidasas (EC 3.2.1.55) y β-xilosidasas (EC 3.2.1.37), descriptas como 

enzimas con actividad tanto sobre sustratos hemicelulósicos como no hemicelulósicos (Tabla R11). 

Como fue mencionado, esta enzima es intracelular, aunque fue detectada consistentemente en todos 

los extractos enzimáticos analizados, sugiriendo un rol relevante en el matabolismo de la bacteria 

(Tabla R6 y R10).  

Otras dos secuencias (A0A0M9BLT9 y A0A0M9BMA0) se agruparon en la subfamilia 3 (Figura R12), que 

incluye endo-β-1,6-glucanasas (EC 3.2.1.75); de ellas, la secuencia A0A0M9BMA0 fue identificada en 

baja abundancia en los secretomas E-PxSAC y E-PxBABe (Tabla R5 y R9). Asimismo, dos secuencias 

adicionales (A0A0N0C4N1 y WP_053781470.1) se ubicaron dentro de la subfamilia 5 (Figura R12), 

correspondiente a posibles endo-β-1,6-galactanasas (EC 3.2.1.164); sin embargo, ninguna de estas fue 

detectada en los sobrenadantes de cultivo analizados.  

Finalmente, una secuencia (A0A0M9BS59) fue clasificada en la subfamilia 8 (Figura R12), la cual agrupa 

endo-β-1,4-xilanasas mayormente específicas de GX (EC 3.2.1.8 y 3.2.1.136). Como se mencionó 

previamente, esta proteína fue identificada en los sobrenadantes E-PxRAC, E-bPxST y E-PxBABe, lo cual 

sugiere un rol en la deconstrucción de biomasas complejas (Tabla R5 y R9). 
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Figura R12: Red de similitud de secuencias (SSN) de la familia GH30. La SSN incluye secuencias de GH30 de la 

base de datos CAZy, clasificadas por subfamilias, y las secuencias de seis enzimas GH30 codificadas en el genoma 

de P. xylanivorans. Para construir la red se utilizó la EFI-ENZYME SIMILARITY TOOL (Zallot y col., 2019) de la 

Iniciativa de Función Enzimática (EFI). La SSN se finalizó con una puntuación de alineamiento de 75 y se visualizó 

en Cytoscape v. 3.9.1. 

Las estructuras primarias de las enzimas pertenecientes a la familia GH30_2 (A0A0M9BKV0) y GH30_8 

(A0A0M9BS59) de P. xylanivorans fueron contrastadas con las correspondientes a proteínas 

caracterizadas y depositadas en la base de datos CAZy, utilizando la herramienta bioinformática BLASTp. 

La secuencia A0A0M9BKV0 (PxGH30_2) presentó 50,57% y 40,52% de homología con la enzima XlyBK- 

110 y RuXyn2, respectivamente (Tabla R12).  

Tabla R12: Identidad de secuencia de PxGH30_2 con enzimas de la misma subfamilia caracterizadas. Las 

secuencias proteicas completas fueron contratadas en BLASTp (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).  

Enzima Organismo Identidad (%) Cobertura (%) Referencia 

XlyBK- 110 Bifidobacterium breve 50,57 96 Hyun y col., 2012 

RuXyn2 
Bacteria del rumen no 

cultivable 
40,52 91 Zhou y col., 2012 

Por su parte la secuencia A0A0M9BS59 (PxGH30_8) mostró más del 75% de homología con enzimas 

pertenecientes a los géneros Aeromonas, Bacillus y Paenibacillus (Tabla R13). Entre ellas, la enzima 

Xyn30D de Paenibacillus barcinonensis (83,86% de identidad) es la más estudiada hasta el momento, 

incluyendo caracterización bioquímica y funcional, modelado estructural y cristalización y producción 

de XOS con potencial antioxidante (Valenzuela y col., 2012; Sainz-Polo y col., 2014; Valls y col., 2018; 

Bouiche y col., 2020). Una diferencia entre la secuencia aminoacídica de la GH30_8 de P. xylanivorans 

y la enzima Xyn30D de P. barcinonensis es que esta última presenta 113 aminoácidos adicionales que 
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se corresponden con un módulo de unión a carbohidratos de la familia 35 (CBM35) ubicado en el 

extremo carboxílico.  

Tabla R13: Identidad de secuencia de PxGH30_8 con enzimas de la misma subfamilia caracterizadas. Las 

secuencias proteicas completas fueron contratadas en BLASTp (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).  

Enzima Organismo Identidad (%) Cobertura (%) Referencia 

CtXynGH30 Clostridium thermocellum 67,95 92 Verma y Goyal, 2016 

XynD Aeromonas caviae 85,37 93 Zuzuki y col., 1997 

Xyn30A Bacillus licheniformis 77,86 94 Sakka y col., 2012 

Xyn5B Bacillus sp.  78,71 93 Gallardo y col., 2010 

Xyl Bacillus subtilis 77,91 94 Park y col., 2012 

XynC B. subtilis 77,67 94 Nishitani y Nevins, 1991 

BoGH30 Bacteroides ovatus 31,95 90 Rogowski y col., 2014 

Xyn30A Cellulosilyticum ruminicola 67,06 93 Cai y col., 2010 

CrXyl30 C. ruminicola 61,05 97 Liu y col., 2023 

CaXyn30B Clostridium acetobutylicum 41,32 94 Crooks y col., 2020 

XyynA Dickeya chrysanthemi 40,05 91 Keen y Henrissat, 1996 

Xyl2090 Melioribacter roseus 41,49 87 Rakitin y col., 2015 

Xyn30D Paenibacillus barcinonensis 83,86 99 Valenzuela y col., 2012 

Xyn30A Paenibacillus favisporus 78,86 94 Padilha y col., 2014 

Xyn3 Paenibacillus sp. 83,90 98 Dung y col., 1993 

Xyn30A 
Ruminiclostridium 

papyrosolvens 
53,36 94 St John y col., 2014 

Xyn30A 
Ruminococcus 

champanellensis 
49,45 97 Moraï y col., 2016 

StXyn30A Streptomyces turgidiscabies 62,23 91 Maehara y col., 2018 

XYL13A Bacteria no cultivable 58,06 94 Ellilä y col., 2019 

Además, se realizó el alineamiento múltiple (Clustal Ꙍ) de PxGH30_8 con aquellas secuencias con las 

que presentó más del 75% de homología. Mediante el alineamiento estructural se observó un alto 

grado de conservación a lo largo de toda la extensión de las secuencias (Figura R13). Se emplearon los 

datos de estructura de la enzima Xyn30D de P. barcinonensis (N° PDB: 4QAW) para predecir las 

estructuras secundarias (láminas β y hélices α) a lo largo de las secuencias. Asimismo, este análisis 

permitió predecir la posición de los sitios catalíticos E152 (ácido/base) y E278 (nucleofílico), y otros 

aminoácidos importantes para la unión al sustrato (Y203 y W267) y la interacción con las decoraciones 

de ácido glucurónico (MeGlcA) relacionados con la especificidad de sustrato (R271 y Y273).  
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Figura R13: Alineamiento de las secuencias aminoacídicas de enzimas de la familia GH30_8 junto con la 

correspondiente a P. xylanivorans (resaltada en lila).  Los residuos totalmente conservados se resaltan en fondo 

rojo y letras blancas y aquellos con al menos un 60% de conservación entre todas las secuencias se representan 

en letras rojas. Los residuos catalíticos se encuentran señalados con punto azul para el ácido/base (E152) y rojo 

para el nucleofílico (E278). En verde se resaltan los aminoácidos responsables de la union al sustrato y en amarillo 

los que interaccionan con el ácido glucurónico. Las filas corresponden a las GH30_8 de Paenibacillus 

barcinonensis (H6WCZ0), Paenibacillus favisporus (U6BPI6), Paenibacillus sp. (P70733), Aeromonas caviae 

(O24852), Bacillus licheniformis (H1ACZ7), Bacillus sp. (E1ACF9) y Bacillus subtilis (Q45070). La numeración del 

alineamiento corresponde al módulo catalítico. Alineamiento realizado con Clustal ω (Madeira y col., 2022), 

Figura realizada con Esprit 3.0 (Robert y Gouet 2014).  
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Con el objetivo de estudiar la contribución de estas enzimas a la actividad xilanolítica de P. xylanivorans 

y su aplicabilidad en la conversión de biomasa lignocelulósica, las enzimas PxXyn30_8 (GH30_8) y 

PxXyl30_2 (GH30_2) fueron seleccionadas para su expresión heteróloga y posterior caracterización 

bioquímica y funcional.  

III. B. Clonado, expresión recombinante y purificación de PxXyn30_8 y PxXyl30_2 

La secuencia nucleotídica pxxyn30_8 codifica para un péptido señal de secreción amino terminal de 33 

aminoácidos y un módulo catalítico de la familia GH30_8 (aminoácidos 34 a 449). El análisis de la 

secuencia codificante pxxyl30_2 mostró ausencia de una señal de secreción, indicando una localización 

intracelular, y sólo contiene un módulo catalítico de la familia GH30_2 (aminoácidos 1 a 445) (Figura 

R14A). Los detalles de las secuencias nucleotídicas y aminoacídicas de ambos casos se encuentran 

detallados en el Anexo 1.  

La secuencia nucleotídica de PxXyn30_8 (sin incluir la secuencia del péptido señal nativo) y la secuencia 

completa de PxXyl30_2, se amplificaron por PCR a partir del ADN genómico de P. xylanivorans A59 

utilizando primers específicos, resultando en productos de amplificación de 1272 pb y 1353 pb, 

respectivamente (Figura R14B).  

Figura R14: Esquema representativo de las proteínas PxXyn30_8 y PxXyl30_2 codificadas en el genoma de P. 

xylanivorans. A) Estructura de dominios de las enzimas nativas (izquierda) y su forma recombinante (derecha). 

SP: péptido señal. T7: secuencia promotora transcripcional del fago T7. 6His: secuencia de etiqueta de histidina, 

TT: secuencia de stop de la transcripción. B) Amplificación por PCR de secuencias codificantes en tres condiciones 

de temperatura (50 °C, 52 °C y 55°C). MP: marcador de peso molecular de ADN. (+): control positivo.  
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Las secuencias amplificadas fueron clonadas en el vector de expresión pET28a (+) de forma tal que 

ambas proteínas son expresadas como una fusión a un tracto 34 aminoácidos amino-terminales, que 

incluyen un tag de seis histidinas (His-tag), este último utilizado para la purificación e inmunodetección 

y de las proteínas recombinantes (Figura R15). La integridad de las construcciones obtenidas se 

confirmó por secuenciación.  

Figura R15: Esquema representativo del clonado de las secuencias codificantes de PxXyn30_8 y PxXyl30_2 en 

los sitios BamHI y XhoI del vector pET28a (+). Promotor T7: secuencia promotora de la transcripción del fago T7; 

HIS: secuencia codificante para un tracto de seis histidinas; TT: secuencia de terminación de la transcripción; 

Kanamicina: gen de resistencia a kanamicina; pBR322: origen de replicación del plásmido en E. coli; LacI: gen del 

represor lac. 

La expresión de las enzimas recombinantes se ensayó en diversas cepas comerciales de Escherichia coli, 

adaptadas para el sistema del vector pET (promotor T7), optimizando las condiciones de inducción y 

purificación, para obtener las proteínas en forma soluble (Figura R16). Ambas proteínas fueron 

obtenidas en el sistema pET28a-E. coli BL21 (DE3), por inducción a 30 °C, con 1 mM IPTG por 20 hs 

(Figura R16A y B). Si bien en estas condiciones de inducción PxXyn30_8 se obtuvo de manera soluble, 

el mejor rendimiento de expresión se produjo en el sistema pET28a-E. coli Rosetta (DE3) a 20 °C, con 

0,5 mM IPTG por 20 hs (Figura R16C). Las proteínas presentes en las fracciones solubles se purificaron 

por cromatografía de afinidad, resultando la mayor elución (con 250 mM imidazol) en la fracción E2 

para ambas proteínas. El rendimiento de producción obtenido fue 65 mg/L y 18 mg/L de cultivo 

inducido para PxXyn30_8 y PxXyl30_2, respectivamente. La purificación fue confirmada por 

electroforesis geles de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE), revelados por 

tinción con Azul de Coomassie. Las proteínas recombinantes purificadas mostraron un peso molecular 

aparente similar a los esperados, 50,7 kDa para PxXyn30_8 y 55 kDa para PxXyl30_2.  



  Resultados- Capítulo III 

108 
 

Figura R16: Análisis de las proteínas recombinantes purificadas PxXyl30_8 y PxXyl30_2.  Electroforesis en geles 

de poliacrilamida desnaturalizantes (SDS-PAGE 12%), teñidos con Azul de Coomasie. A) Producción de PxXyl30_2 

en E. coli BL21 (DE3) (1 mM IPTG y 30 °C). B) Producción de PxXyn30_8 en E. coli BL21 (DE3) (1 mM IPTG y 30 °C). 

C) Producción de PxXyn30_8 en E. coli Rosetta (DE3) (0,5 mM IPTG y 20 °C). D) Una elución de PxXyn30_8 y 

PxXynl30_2 se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa y se revelaron con rojo Ponceau (izquierda) o se 

inmunodetectaron con anticuerpos anti-His (derecha). MP: Marcador Blue Plus® Protein Marker (14 -120 kDa) o 

PageRuler Protein Ladder (10-180 kDa), SI: sin inducir, I4: inducido por 4 hs, I20: inducido por 20 hs, FI: fracción 

insoluble, FS: fracción soluble, P: percolado, L: lavado, E: eluciones. 

III. C. Caracterización bioquímica de PxXyn30_8 y PxXyl30_2 

III. C. i. Condiciones óptimas de reacción y estabilidad térmica 

La actividad xilanasa de PxXyn30_8 fue evaluada sobre XIN midiendo azúcares reductores por el 

método de DNS, mientras que la actividad β-xilosidasa de PxXyl30_2 se ensayó sobre para-nitrofenil-

xilopirnósido (pNP-X) cuantificando la liberación de para-nitrofenol (p-NP). Las reacciones se llevaron a 

cabo en buffer citrato-fosfato 50 mM pH 7, y 0,1 mg/mL de enzima, incubando a 40 °C, 300 rpm durante 

30 min. Ambas enzimas presentaron actividad enzimática sobre sus respectivos sustratos.  

Luego, se determinó el efecto del pH y la temperatura sobre la actividad enzimática de PxXyn30_8 y 

PxXyl30_2. Para ello, primero se pusieron a punto las condiciones de concentración de ambas enzimas 

y tiempo de reacción en las que se mantiene la linealidad de liberación de producto para cada una de 

ellas, siendo éstas entre 1 a 8 y 0,25 a 2 µg/mL de enzima y 5 a 15 y 5 a 50 min de incubación para 

PxXyn30_8 y PxXyl30_2, respectivamente (Figura R17).  
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Figura R17: Determinación de rango de linealidad de concentración de enzima y tiempo de reacción. 

Condiciones para PxXyn30_8 (A y B). Condiciones para PxXyl30_2 (C y D). Los resultados indican medias y 

desviaciones estándar de ensayos por cuatriplicado. En naranja se indican los puntos de las mediciones que no 

se ajustan a la regresión lineal.  

Utilizando las siguientes condiciones: 4 µg/mL y 10 min sobre XIN para PxXyn30_8 y 1 µg/mL y 30 min 

sobre pNP-X para PxXyl30_2 se realizaron los ensayos de perfil de actividad frente a un amplio rango 

de pH y temperatura.  

PxXyn30_8 presentó mayor actividad xilanasa a pH6 y mantuvo más del 60% de la eficiencia en un 

rango de pH de 4,5 a 8 y al menos 40% a pH 4 y 10 (Figura R18A). En función a estos resultados, esta 

enzima podría clasificarse adecuadamente como una xilanasa neutra activa en un amplio rango de pH. 

La actividad máxima de PxXyl30_2 se observó a pH 6,6 y mantuvo más del 60% de actividad en un rango 

de pH de 5 a 7. Sin embargo, la actividad disminuyó drásticamente por debajo del 20% a pH 4 y 8 (Figura 

R18B). Las condiciones óptimas de pH obtenidas en cada caso se utilizaron para determinar el 

comportamiento de las enzimas en función de la temperatura. Las curvas mostraron un óptimo a 60 °C 

para PxXyn30_8 y a 40 °C para PxXyl30_2. Ambas enzimas mantuvieron una actividad superior al 60% 

de la óptima en un rango de temperatura de 30 a 75 °C para PxXyn30_8 y de 30 a 50 °C para PxXyl30_2. 

La actividad de PxXyl30_2 disminuyó a 30% a 25 °C y a 15% a 55 °C (Figura R18C-D).  
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Para determinar su estabilidad térmica, las enzimas se pre-incubaron a diferentes temperaturas y a 

distintos tiempos, y luego se ensayó la actividad enzimática residual de cada una bajo sus en las 

condiciones óptimas de reacción (pH 6 y 60 °C para PxXyn30_8 y pH 6,5 y 40 °C para PxXyl30_2). 

PxXyn30_8 fue marcadamente más estable que PxXyl30_2, dado que retuvo más del 80% de su 

actividad cuando se pre-incubó hasta 20 hs a 40 °C o menos y mantuvo ~40% luego de 2 hs de pre-

incubación a 50 °C y 55 °C. A su temperatura óptima, 60 °C, la enzima mantuvo hasta un 20% de 

actividad durante 30 min (Figura R18E). PxXyl30_2 retuvo ~90% de su actividad a 30°C durante 120 min 

de pre-incubación y ~60% mientras a 35 °C y a 40 °C por hasta 60 min. Cuando se extendió el tiempo 

de pre-incubación de PxXyl30_2 a 30 °C, la enzima perdió el 90% de su actividad en 20 hs (Figura R18F). 
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Figura R18: Perfil de actividad enzimática de PxXyn30_8 (celeste) y PxXyl30_2 (verde) sobre xilano de madera 

de haya y pNP-X, respectivamente. Condición de pH óptimo (A y B). Condición de temperatura óptima (C y D). 

Estabilidad térmica (E y F). El pH óptimo se determinó a 60 °C para PxXyn30_8 y 40 °C para PxXyl30_2. La 

temperatura óptima se evaluó a pH 6 para PxXyn30_8 y pH 6,5 para PxXyl30_2. Los resultados indican medias y 

desviaciones estándar de ensayos por cuatriplicado. 

III. C. ii. Cinética enzimática 

Los parámetros cinéticos de PxXyn30_8 se calcularon mediante el monitoreo de la liberación de 

azúcares reductores totales, expresados como equivalentes de xilosa, a partir de concentraciones 

crecientes de XIN por el método DNS; mientras que los de PxXyl30_2 se obtuvieron midiendo su 
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actividad (liberación de pNP) sobre concentraciones crecientes de pNP-X. Las reacciones enzimáticas 

se llevaron a cabo en las condiciones de pH y temperatura óptimos determinados para cada enzima. 

Para ambos casos, los datos obtenidos se ajustaron mediante regresión no lineal al modelo de 

Michaelis-Menten (Figura R19), lo que sugiere un sitio catalítico único sin sitios secundarios de unión. 

Para PxXyn30_8, los valores de KM y Vmax fueron 7,07 ± 1,21 mg/mL y 66,12 μmol/min/mg, 

respectivamente. Además, la eficiencia catalítica (kcat/KM) de 14,17 mL/min/mg se calculó en base al 

número de recambio para esta enzima (kcat) 100,18/min. En el caso de PxXyl30_2, los valores de KM y 

Vmax fueron 1,35 ± 0,09 mM y 48,33 mM/min, respectivamente. Su Kcat fue de 48,82 mM/min, por lo 

que la eficiencia catalítica resultó en 36,16 mM/min. 

Figura R19: Cinética enzimática de PxXyn30_8 (A) y PxXyl30_2 (B). Las curvas se obtuvieron a 60 °C y pH 6 para 

PxXyn30_8 y a 40 °C y pH 6,5 para PxXyl30_2. Los resultados indican medias y desviaciones estándar de ensayos 

por cuatriplicado. 

Para evaluar la sensibilidad a los posibles productos de PxXyl30_2, se ensayó tanto la adición de xilosa 

(X1), en función a su actividad β-xilosidasa predicha, como así también arabinosa (A1, pentosa con 

estructura semejante a X1) y glucosa (G1, hexosa). Se observó que X1 y A1 son inhibidores de la 

actividad de PxXyl30_2 en mayor medida que G1 (Figura R20A). X1 resultó ser inhibidor competitivo 

de la enzima (Ki de 8,24 mM) causando modificaciones en la cinética de hidrólisis como se observa en 

la Figura R20B. Los valores de KM (ap) y Vmax (ap) en presencia de 15 mM de X1 fueron 3,81 ± 0,23 mM 

y 44,08 mM/min, respectivamente. 
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Figura R20: Inhibición de la actividad enzimática de PxXyl30_2 por monosacáridos. A) Actividad relativa en 

condiciones enzimáticas óptimas con concentraciones crecientes de xilosa (X1), arabinosa (A1) y glucosa (G1). La 

línea punteada indica una actividad relativa del 50%. B) Curvas cinéticas en ausencia de X1 (círculo verde claro, 

control) y en presencia de 15 mM X1 (cuadrado verde oscuro) sobre pNP-X. Los valores de R2 fueron 0,98 y 0,99 

para el ajuste de la curva control y la curva con X1, respectivamente. El 100% de actividad relativa (34 UI/ml) 

representa la actividad enzimática sobre pNP-X en condiciones óptimas de pH y temperatura y en ausencia de 

monosacáridos. Los resultados indican medias y desviaciones estándar de ensayos por cuatriplicado. 

III. C. iii. Especificidad de sustrato 

La actividad hidrolítica de PxXyn30_8 fue evaluada en varios sustratos, bajo sus condiciones óptimas 

de pH y temperatura, para caracterizar su especificidad enzimática. La enzima mostró actividad sobre 

enlaces β-1,4 de xilano decorado con ácido glucurónico (MeGlcA), como xilano de madera de haya (XIN 

30,23 ± 0,59 UI/mg) (Figura R21A), xilano de madera de abedul (BAX 24,22 ± 0,69 UI/mg) y 4-O-metil-

glucuronoxilano (MeGX 22,51 ± 0,80 UI/mg) (actividad enzimática determinada mediante el método 

DNS, a 60 °C y pH 6) (Tabla R14). No se detectó actividad sobre otros tipos de xilanos, como xilano no 

ramificado (INX), o con sustituciones de arabinosa (WAX), sustratos de para-nitrofenilo (para-nitrofenil 

xilopiranósido, pNP-X; para-nitrofenil arabinofuranósido, pNP-A; para-nitrofenil glucopitanósido, pNP-

G; para-nitrofenil celobiósido, pNP-C) ni en sustratos celulósicos, como Avicel (celulosa cristalina), 

celulosa hinchada con ácido fosfórico (PASC) y carboximetilcelulosa (CMC) (Tabla R14). Los resultados 

obtenidos confirman su actividad glucurono-xilanasa específica (EC 3.2.1.136), que requiere 

sustituciones (Me)GlcA (U) para actuar sobre el polímero de xilano.  
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Tabla R14: Especificidad de sustrato de PxXyn30_8. Los resultados indican medias y desviaciones estándar de 

ensayos por triplicado. 

Sustrato 
Enlace 

principal 
Sustitución 

Actividad 
específica (UI/mg) 

Metodología 
de detección 

Xilano de madera de haya Xyl β-1,4 
α-1,2 MeGlcA 

(13%) 
30,23 ± 0,59  DNS, TLC 

Xilano de madera de 
abedul 

Xyl β-1,4 OAc (24%) 24,22 ± 0,69  DNS 

4-O-metil-
glucuronoxilano 

Xyl β-1,4 
MeGlcA 
(%n.d.) 

22,51 ± 0,80  DNS 

Xilano industrial Xyl β-1,4 - -  DNS 

Arabinoxilano de trigo Xyl β-1,4 
Ara α-1,3/Ara 
α-1,2 (38%) 

-  DNS 

Carboximetilcelulosa Glc β-1,4 40% CM -  DNS 

Avicel PH-101 Glc β-1,4 - -  DNS 

Celulosa hinchada con 
ácido fosfórico 

Glc β-1,4 - -  DNS 

pNP-β-D-xiloopiranosido Xyl β-1,4-pN - -  pNP 

pNP-α-L-
arabinofuranosido 

Ara α-1,4-pN - -  pNP 

pNP-β-D-glucopiranosido Glc β-1,4-pN - -  pNP 

pNP-D-celobiosido 
Glc β-1,4-Glc 

β-1,4-pN 
- -  pNP 

(−) ausencia de productos de reacción. pNP: p-nitrofenil-; CM, sustiruyentes de carboximetilo; Ara, arabinosa; 

Glc, glucosa; Xyl, xilosa; MeGlcA, ácido glucurónico metilado; OAc: acetilación. 

En función a estos resultados, se evaluó la actividad de la enzima sobre biomasas lignocelulósicas 

enriquecidas en glucurono-xilanos (GX), como bagazo de agave pretratado por extrusión alcalina 

(BABe), eucaliptus molido (EucaM) y eucaliptus pretratado por explosión de vapor (EucaS), y en arabino-

glucurono-xilanos (AGX), empleando como representantes el residuo de caña de azúcar pretratado por 

extrusión alcalina (RACe). Mediante cromatografía en capa delgada (TLC) observamos actividad 

enzimática sobre todas las biomasas ensayadas, excepto sobre EucaS (Figura R21B). La ausencia de 

hidrólisis sobre EucaS podría deberse al pretratamiento que presenta la biomasa, explosión de vapor, 

que solubiliza, fragmenta y remueve la mayor parte de la hemicelulosa disminuyendo el contenido de 

xilano en la fracción sólida recuperada (Martín-Sampedro y col., 2012). La hidrólisis con PxXyn30_8 fue 

más eficiente sobre BABe, seguida de EucaM y finalmente RACe donde se observó una leve degradación 

(Figura R21B). La capacidad diferencial de hidrólisis observada estaría dada por las sustituciones 

presentes en el xilano y por el pre-tratamiento utilizado. En este sentido, la extrusión alcalina permite 

que las fibras presentes en la biomasa se abran favoreciendo el acceso de las enzimas para la hidrólisis; 

mientras que la molienda es un tratamiento mecánico que disminuye el tamaño de las partículas. El 

acceso facilitado al GX que compone al BABe podría promover su degradación por PxXyn30, incluso 

obteniendo un perfil de productos similar al observado cuando se utiliza XIN. Si bien tanto BABe como 
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RACe son biomasas sometidas al mismo tipo de pre-tratamiento, la diferencia está en el tipo de xilano 

que posee cada una, GX y AGX, respectivamente. La presencia de sustituciones de arabinosa, además 

de las decoraciones de MeGlcA (Sporck y col., 2017), podrían estar impidiendo la acción eficiente de la 

enzima sobre RACe.  

 

Figura R21: Actividad enzimática de PxXyn30_8 sobre diferentes fuentes de xilano. Productos de hidrólisis de 

xilano de madera de haya (XIN) (A) y de biomasas lignocelulósicas (B) visualizados por TLC. BABe: bagaso de agave 

extrusado; EucaM: eucaliptus molido; EucaS: eucaliptus pretratado por explosión de vapor; RACe: residuo de caña 

de azúcar extrusado; (+): presencia de PxXyn30_8; CS: control sustrato.  Estándares de XOS: xilosa (X1), xilobiosa 

(X2), xilotriosa (X3), xilotetraosa (X4), xilopentosa (X5) y xilohexosa (X6). 

En cuanto a PxXyl30_2, la enzima presentó una elevada actividad sobre pNP-X (31,27 ± 1,63 UI/mg), 

mientras que no mostró actividad detectable frente a otros sustratos cromogénicos, como pNP-A 

(actividad α-arabinofuranosidasa), pNP-G (actividad β-galactosidasa) y pNP-C (actividad celobiosidasa). 

Estos resultados confirman que se trataría de una β-xilosidasa (EC 3.2.1.37) (Tabla R15).  Con el fin de 

contrastar las actividades predichas para la subfamilia (α-arabinofuranosidasa y β-xilosidasa), se ensayó 

la acción de la enzima sobre los sustratos naturales disponibles comercialmente: xilobiosa (X2), xilo-

oligosacáridos (XOS) de diferente grado de polimerización (hasta X6) y arabino-xilo-oligosacáridos 

(AXOS), incluyendo 33-α-L- arabinofuranosil-xilotetraosa (XA3XX) y 23-α-L-arabinofuranosil-xylotriosa 

(A2XX). En ninguno de los casos se detectó actividad (Figura R22A y B, Tabla R15). Dado que algunas 

glicosil hidrolasas, requieren del dinucleótido de nicotinamida y adenina (NAD+) como cofactor para 

su actuar sobre el sustrato (Vuong y Wilson, 2010; Chakladar y col., 2014; Mohapatra y Manoj, 2023), 

se evaluó la actividad de PxXyl30_2 sobre X2 en presencia de NAD+, sin observarse actividad enzimática 

(Figura R22C).  

Para complementar el análisis, se analizó la actividad de PxXyl30_2 sobre los XOS generados a partir de 

la hidrólisis de XIN por PxXyn10A y PxXyn11B, las dos endo-xilanasas de P. xylanivorans ya 
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caracterizadas en nuestro laboratorio. Dado que el xilano empleado es rico en sustituciones MeGlcA, 

las enzimas generaron una mezcla de XOS y glucurono-xilo-oligosacáridos (UXOS). En particular, 

PxXyn10A produjo, como era esperado, mayormente X2, X1 y diversos XOS/UXOS con un grado de 

polimerización (GP) entre 2-5; mientras que PxXyn11B generó productos de GP 2 a 6, con escasa o nula 

liberación de X1. No se detectó actividad por parte de PxXyl30_2 sobre estos productos (Figura R22D), 

lo que indica que la enzima no actúa sobre los XOS ni UXOS generados por estas endo-xilanasas. 

Asimismo, se descartó actividad endo-xilanasa de PxXyl30_2, ya que no se observó liberación de 

azúcares reductores a partir de XIN ni de arabino-xilano de trigo (Tabla R15). 

Estudios previos (Zhou y col., 2012) reportaron que RuXyn2 perteneciente a una bacteria no cultivable 

del rumen (39,52% de identidad con PxXyl30_2), una de las dos enzimas caracterizadas y depositadas 

en la base de datos CAZy para la subfamilia 2 (GH30_2) hasta la fecha, presentó actividad sobre el 

disacárido 1,5-α-L-arabinobiosa. Por lo tanto, se ensayó la actividad de PxXyl30_2 sobre arabino-

oligosacáridos (AOS) obtenidos por hidrólisis ácida de arabinano de remolacha azucarera, así como 

sobre el polímero, aunque no se detectó actividad sobre ninguno de ellos (Figura R22E, Tabla R15). 

Tabla R15: Especificidad de sustrato de PxXyl30_2. Los resultados indican medias y desviaciones estándar de 

ensayos por triplicado. 

Sustrato 
Enlace 

principal 
Sustitución 

Actividad 
específica 
(UI/mg) 

Metodología de 
detección 

pNP-β-D-xiloopiranosido Xyl β-1,4-pN - 31,27 ± 1,63  pNP 

pNP-α-L-
arabinofuranosido 

Ara α-1,4-
pN 

- -  pNP 

pNP-β-D-glucopiranosido Glc β-1,4-pN - -  pNP 

pNP-D-celobiosido 
Glc β-1,4-

Glc β-1,4-pN 
- -  pNP 

XOS (X2, X3, X4, X5 y X6) Xyl β-1,4 - -  TLC 

A2XX Xyl β-1,4 
Ara α-1,2 

(25%) 
-  TLC 

XA3XX Xyl β-1,4 
Ara α-1,3 

(20%) 
-  TLC 

Xilano de madera de 
haya 

Xyl β-1,4 
α-1,2 MeGlcA 

(13%) 
-  DNS 

Arabinoxilano de trigo Xyl β-1,4 
Ara α-1,3/Ara 
α-1,2 (38%) 

-  DNS 

AOS  Ara α-1,5 n.d. - TLC 

(−) ausencia de productos de reacción. XOS: xilo-oligosacáridos; A2XX: 23-α-L-arabinofuranosil-xylotriosa 

(extremo no reductor); XA3XX: 33-α-L- arabinofuranosil-xilotetraosa; AOS: arabino-oligosacáridos; pNP: p-

nitrofenil-. CM, sustiruyentes de carboximetilo; Ara, arabinosa; Glc, glucosa; Xyl, xilosa; MeGlcA, ácido 

glucurónico metilado. 
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Figura R22: Productos de hidrólisis de PxXyl30_2 sobre distintos sustratos visualizados por TLC. A) Hidrólisis 

xilosa (X1) y xilo-oligosacáridos (XOS) a 40 °C por 1 hs. B) Hidrólisis de arabino-xilo-oligosacáridos (AXOS): 

xilotriosa con arabinosa unida por α-1,2: (A2XX) y xilotetraosa con arabinosa unida por α-1,3 (XA3XX) a 40 °C por 

1 hs. C) Hidrólisis de xilobiosa (X2) con o sin la adición de NAD+ a 30 °C por 20 hs. D) Hidrólisis de XOS y glucurono-

xilo-oligosacáridos (UXOS), generados enzimáticamente mediante tratamiento de xilano de madera de haya 

(0,5% p/v) con 0,5 µM PxXyn10A o 2 µM PxXyn11B, a 30 °C por 20 hs. E) Hidrólisis arabino-oligosacáridos (AOS), 

obtenidos por hidrólisis química con 0,05 M TFA, a 30 °C por 20 hs. Se indican los controles sin enzima (-) y con 

0,1 mg/mL de PxXyl30_2 (+). Estándares de XOS: xilosa (X1), xilobiosa (X2), xilotriosa (X3), xilotetraosa (X4), 

xilopentosa (X5) y xilohexosa (X6). 

Dado que PxXyl30_2 fue detectada en todas las condiciones de cultivo evaluadas en esta tesis, en 

última instancia se evaluó su actividad tanto por sí misma como en complemento del sobrenadante de 

cultivo E-PxST (caracterizado en el capítulo II), para la hidrólisis de una biomasa compleja, en este caso, 

salvado de trigo (ST). Sin embargo, no se detectó un incremento en la liberación de azúcares reductores 

(determinados como equivalentes de xilosa mediante el método DNS) ni cambios en el perfil de 

productos de hidrólisis (analizado por TLC) en presencia de PxXyl30_2, por lo cual no es posible 

asignarle una actividad enzimática definida (Figura R23). 
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Figura R23: Complementación del extracto enzimático de P. xylanivorans con PxXyl30_2. Hidrólisis enzimática 

del salvado de trigo (ST) utilizando el sobrenadante de cultivo de P. xylanivorans en ST (E-PxST) suplementado o 

no con 0,1 mg/mL de PxXyl30_2. A) Medición de azúcares resuctores totales obtenidos expresados como 

equivalentes de xilosa, mediante DNS. Los resultados indican medias y desviaciones estándar de ensayos por 

triplicado. B) Perfil de productos de hidrólisis obtenidos analizados por TLC. CE-PxST: control sobrenadante. ST 

Ctrl: control sustrato. Estándares de azúcares: xilosa (X1), xilobiosa (X2), xilotriosa (X3), xilotetraosa (X4), 

xilopentosa (X5), xilohexosa (X6), glucosa (G1), celobiosa (G2), celotriosa (G3), celotetraosa (G4), celopentosa 

(G5), celohexosa (G6) y arabinosa (Ara).  

En esta instancia de la tesis se decidió continuar caracterizando en detalle la glucurono-xilanasa 

PxXyn30_8, incluyendo su modo de acción sobre el xilano y su interacción sinérgica con otras xilanasas 

de P. xylanivorans para el desarrollo de formulaciones enzimáticas específicas.   

III. D. Bioconversión del xilano por endo-xilansas de P. xylanivorans y modo de acción de 

PxXyn30_8  

La actividad de las xilanasas procariotas pertenecientes a la subfamilia GH30_8 se ve afectada tanto 

por la presencia como por la cantidad de residuos laterales de GlcA/MeGlcA en la cadena principal de 

xilano. En las enzimas caracterizadas hasta el momento, se determinó que es necesaria la sustitución 

de (Me)GlcA en el subsitio -2 para que ocurra la hidrólisis (Puchart y col., 2021; Vacilotto y col., 2024). 

Para estudiar el mecanismo de acción PxXyn30_8, se ensayó su actividad sobre XIN, que tiene 

aproximadamente 13% de sustituciones α-1,2 MeGlcA, en combinación con una α-glucuronidasa GH67 

(CsAgu67) (EC 3.2.1.139), que remueve sustituciones de (Me)GlcA, del extremo no-reductor de 

glucurono-xilo-oligosacáridos (UXOS) (Ontañon y col, en revisión). La endo-xilansa PxXyn10A que 

acepta sustituciones de α-1,2 (Me)GlcA en el sitio +1 fue incluida como control positivo, mientras que 

PxXyn11B se empleó como control negativo dado que no admite etas decoraciones en dicha posición 

(de Mello Capetti y col., 2023a).  Los productos de la hidrólisis de las xilanasas solas y en combinación 



  Resultados- Capítulo III 

119 
 

con CsAgu67 fueron analizados por TLC (Figura R24). Los productos de hidrólisis de XIN con PxXyn30_8 

fueron (U)XOS largos, predominando aquellos mayores a X6. La combinación de PxXyn30_8 con 

CsAgu67 resultó en un cambio en el perfil de productos, lo cual indicaría que PxXyn30_8 genera UXOS 

con sustituciones terminales en el extremo no-reductor, que sirven de sustrato para CsAgu67 (Figura 

R24A). Dicho patrón fue más evidente al aumentar la concentración de sustrato en la reacción de 0,5% 

(p/v) a 1,5% (p/v) (Figura R24A). Un perfil de hidrólisis similar fue observado para el control PxXyn10A 

- PxXyn10A+CsAgu67 (Figura R25A y B). En función a estos resultados, es probable que PxXyn30_8 

acepte sustituciones α-1,2 (Me)GlcA en el sitio +1, lo cual no había sido descripto hasta el momento 

para glucurono-xilanasas de la familia GH30.  

Figura R24: Modo de acción de PxXyn30_8. A) Perfil de productos liberados tras la hidrólisis del xilano de madera 
de haya (XIN) por PxXyn30_8 (roja) y PxXyn10A (azul claro, control positivo) solas o en combinación con CsAgu67 
(lila), visualizaron por TLC. B) Modo de acción de PxXyn10A y PxXyn11B (verde, control negativo) en combinación 
con CsAgu67. Hidrolizados analizados mediante TLC. C) Esquema de tolerancia a decoraciones de ácido 4-O-
metilglucurónico (diamantes) en los subsitios de unión. La cadena principal de xilano se indica con estrellas. 
Modelo de corte de PxXyn10A y PxXyn11A adaptados de de Mello Capetti y col., 2023a. Las reacciones se llevaron 
a cabo a 30 °C por 20 hs utilizando 1 µM o 0,1 µM de cada enzima en A y B, respectivamente. Estándares de XOS: 
X1 (xilosa), X2 (xilobiosa), X3 (xilotriosa), X4 (xilotetraosa), X5 (xilopentosa) y X6 (xilohexosa). 

Finalmente, PxXyn30_8 también fue capaz de hidrolizar UXOS generados por las endo-xilanasas 

PxXyn10A y PxXyn11B (Ghio y col., 2018), generando un perfil de XOS/UXOS más cortos y liberando X1 
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(Figura R25).  Este efecto resulta relevante ya que contribuye a disminuir la recalcitrancia de biomasas 

lignocelulósicas ricas en GX, favoreciendo su valorización.  

 

Figura R25: Perfil de hidrólisis del xilano de madera de haya por endo-xilanasas de P. xylanivorans. Los 

productos de reacción solubles generados por PxXyn30_8 (rojo), PxXyn10A (azul claro) y PxXyn11B (verde) tras la 

incubación con xilano de madera de haya (XIN), utilizando 1 µM (A) o 0,1 µM (B) de enzima se visualizaron 

mediante TLC. Las reacciones se llevaron a cabo a 40 °C por 20 hs utilizando las enzimas individualmente o en 

combinación, según se indica.  Estándares de XOS: X1 (xilosa), X2 (xilobiosa), X3 (xilotriosa), X4 (xilotetraosa), X5 

(xilopentosa) y X6 (xilohexosa). 

La adición de PxXyn30_8 a PxXyn10A o PxXyn11B incrementó la liberación de X1 (Tabla R16), y este 

efecto potenciador fue aún más marcado al emplear concentraciones diez veces menores (0,1 µM) de 

cada enzima (Tabla R16, Figura R25B).  

El análisis del perfil de productos obtenidos mostró que la combinación de las tres endo-xilanasas 

generó un patrón idéntico al obtenido con PxXyn10A+PxXyn30_8. De manera similar, la combinación 

de PxXyn10A y PxXyn11B resultó en el mismo perfil de hidrólisis que PxXyn10A en forma individual 

(Figura R25). Estos resultados refuerzan la hipótesis que PxXyn10A es la xilanasa principal de P. 

xylanivorans y demuestran que su rendimiento de hidrólisis sobre GX mejora al ser suplementada con 

PxXyn30_8.  
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Tabla R16: Degradación de xilano de madera de haya por xilanasas. Las concentraciones de azúcares reductores 

y xilosa se determinaron mediante el método DNS y enzimáticamente con un kit comercial, respectivamente. Las 

reacciones se llevaron a cabo sobre 0,5% (p/v) XIN a 40 °C por 20 hs utilizando 1 µM o 0,1 µM de las enzimas 

individualmente o en combinación, según se indique. IS: índice de sinergismo. Los resultados se expresan como 

medias y desviaciones estándar por triplicado. n.c.: no cuantificado (< 0,1 mg/mL); n.d.: no determinado. 

Enzimas 
Azúcares reductores 

totales (mg/mL) 
Xilosa (mg/mL) IS (xilosa) 

1 µM de cada enzima 

PxXyn30_8 0,18 ± 0,02 n.c. n.d. 

PxXyn11B 1,29 ± 0,05 0,13 ± 0,01 n.d. 

PxXyn10A 1,66 ± 0,11 0,61 ± 0,02 n.d. 

PxXyn11B + PxXyn30_8 1,35 ± 0,08 0,19 ± 0,04 1,32 

PxXyn11B + PxXyn10A 1,69 ± 0,02 0,66 ± 0,06 0,90 

PxXyn10A + PxXyn30_8 1,73 ± 0,06 0,70 ± 0,05 1,12 

PxXyn11B + PxXyn10A + PxXyn30_8 1,75 ± 0,03 0,73 ± 0,05 0,97 

0,1 µM de cada enzima 

PxXyn30_8 0,19 ± 0,01 n.c. n.d. 

PxXyn11B 1,16 ± 0,13 n.c. n.d. 

PxXyn10A 1,52 ± 0,03 0,47 ± 0,03 n.d. 

PxXyn11B + PxXyn30_8 1,26 ± 0,02 0,18 ± 0,01 3,70 

PxXyn11B + PxXyn10A 1,41 ± 0,02 0,70 ± 0,06 1,35 

PxXyn10A + PxXyn30_8 1,57 ± 0,09 0,84 ± 0,16 1,81 

PxXyn11B + PxXyn10A + PxXyn30_8 1,68 ± 0,07 0,88 ± 0,14 1,72 

Para una caracterización más exhaustiva, los productos de hidrólisis (Figura 24A) fueron analizados 

mediante espectrometría de masas (MALDI-TOF) y resonancia magnética nuclear (RMN) por el Dr. 

Santanu Jana en el Complex Carbihydrate Research Center (CCRC), University of Georgia (Estados 

Unidos). El análisis de los datos mostró que los productos de PxXyn30_8 son UXOS de GP entre 2 y 8, 

todos con una única sustitución de MeGlcA. Todos los productos, excepto uno detectado en menor 

cantidad, presentan las sustituciones MeGlcA en el penúltimo sitio antes del extremo reductor 

(posición -2), dado el requerimiento para la actividad específica de PxXyn30_8. Al analizar en detalle el 

producto que cambia al combinar PxXyn30_8 con CsAgu67 por RMN, se identificó como una xilobiosa 

monosustituida con MeGlcA en el extremo no reductor (X2MNa), coincidiendo con los resultados 

observados en el TLC (Figura R24A).  

Todos estos resultados demuestran que PxXyn30_8 es una glucuruno-xilanasa obligada (EC 3.2.1.136), 

realizando la hidrólisis en la cadena principal de GX, en el enlace adyacente al residuo xilosídico 

sustituido con MeGlcA hacia el extremo reductor (subsitio -2) y que puede tolerar decoraciones de 

ácido glucurónico en el subsitio +1 (Figura 24C), característica que no estaba aún descripta para las 

enzimas de esta familia. 



 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Capítulo IV:  Aplicación de complejos enzimáticos en 

bioprocesos 
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La biomasa lignocelulósica, compuesta principalmente por los polisacáridos estructurales celulosa y 

hemicelulosa, constituye una materia prima renovable de alto potencial para el desarrollo de procesos 

sustentables orientados a la obtención de biocombustibles y bioproductos. No obstante, la viabilidad 

económica de estos procesos depende en gran medida de la eficiencia con la que los polisacáridos 

pueden ser convertidos en oligosacáridos de bajo peso molecular y azúcares monoméricos 

fermentables, como la glucosa y la xilosa. Para alcanzar este objetivo, se requieren formulaciones 

enzimáticas complejas, compuestas por múltiples glicosil hidrolasas con funciones complementarias 

que permitan una degradación eficiente de los componentes lignocelulósicos. Estas enzimas pueden 

ser producidas por un único microorganismo lignocelulolítico, como ciertas bacterias u hongos, o bien 

seleccionadas estratégicamente, producidas de manera recombinante y combinadas en proporciones 

óptimas. En esta tesis se desarrolló un cóctel enzimático a partir de Paenibacillus xylanivorans por 

cultivo en fuentes de carbono de bajo costo para su producción, con el objetivo de obtener una 

formulación activa y específica para la hidrólisis del xilano presente en diferentes tipos de biomasa 

lignocelulósica (Capítulo II). Por otro lado, se llevó a cabo la caracterización funcional de una glucurono-

xilanasa, PxXyn30_8, y se evaluó su interacción con otras dos endo-xilanasas del mismo organismo, 

PxXyn10A y PxXyn11B. Los resultados obtenidos indicaron una acción cooperativa entre estas enzimas 

sobre el glucurono-xilano (GX) potenciando su eficiencia hidrolítica (Capítulo III). En conjunto, estos 

resultados aportan información relevante para el diseño de cócteles enzimáticos sustentables y 

optimizados capaces de mejorar la conversión de xilanos presentes en múltiples tipos de biomasas a 

xilosa y xilo-oligosacáridos. En este apartado de la tesis buscamos evaluar la utilización de 

formulaciones enzimáticas desarrolladas en el laboratorio para su aplicación en distintos bioprocesos.  

IV. A.  Aditivos enzimáticos para la alimentación de animales monogástricos 

En animales monogástricos como aves, cerdos y peces, entre el 20% y 30% del alimento no es 

aprovechado debido a la falta de enzimas endógenas y estructura intestinal necesarias para degradar 

dos factores antinutricionales: los fitatos y los polisacáridos no amiláceos (PNAs). Mientras que el fitato 

puede ser eficientemente degradado por fitasas microbianas, enzimas ya ampliamente disponibles y 

utilizadas como aditivos en la industria, la digestión de PNAs representa un desafío mayor debido a su 

complejidad estructural y variabilidad entre especies vegetales. Los PNAs solubles forman geles 

viscosos que retardan el tránsito intestinal, dificultando la difusión de los nutrientes y promoviendo la 

proliferación de la microbiota indeseable, mientras que los PNAs insolubles atrapan nutrientes 

limitando la accesibilidad de enzimas endógenas (Fu y col., 2024).  La adecuada degradación de los 

PNAs requiere múltiples glicosil hidrolasas capaces de complementar las limitaciones enzimáticas del 

sistema digestivo de estos animales. En este contexto, una nutrición animal sostenible demanda 
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cócteles enzimáticos específicos, adaptados a la composición de cada dieta. Sin embargo, este tipo de 

formulaciones aún no se encuentra disponible en el mercado regional. En Argentina, las dietas más 

utilizadas están basadas en mezclas de maíz y soja, cuya composición se presenta en la Tabla R17. 

Tabla R17: Composición alimento animal a base de soja-maíz, en formato de pellets. El alimento proviene de la 

Empresa avícola CyB SA, Entre Ríos. Caracterización llevada a cabo por Vanessa Arnoldi (USC, Sao Carlos-SP) 

siguiendo protocolos del NREL. n.d.: no detectado. 

Componente Proporción (%) 

Lignina ácido insoluble 2,11 

Lignina ácido soluble 5,53 

Glucanos (α- y β-) 45,24 

Xilanos 1,36 

Mananos 2,43 

Arabinosa 1,54 

Galactosa 2,52 

Grupos acetilo 1,04 

Cenizas 4,77 

Extractivos (acuosos y orgánicos) n.d. 

El cóctel enzimático de P. xylanivorans desarrollado en esta tesis, utilizando salvado de trigo (ST) como 

fuente de carbono para su producción (E-PxST), demostró ser una formulación efectiva para la hidrólisis 

del xilano (Capitulo II). Sin embargo, casi un 50% del alimento de aves a estudiar está compuesto por 

α- y β-glucanos y la proporción de xilanos en el mismo es muy baja (1,36%). Teniendo en cuenta además 

que numerosas β-glucanasas (GH9, GH5, GH48 y GH16) y una α-amilasa (GH13) fueron identificadas 

por espectrometría de masas en E-PxST (Tabla R5) se realizó la caracterización complementaria de la 

actividad β-glucanasa y α-amilasa del extracto con el objetivo de ensayar posteriormente su actividad 

sobre el alimento para aves de base maíz-soja. 

La actividad β-glucanasa y α-amilasa fueron evaluadas sobre β-glucano de enlaces mixtos (β-1,3/β-1,4) 

de cebada (βGC) (Megazyme) y almidón de papa (αG) (Mallinckrodt Baker), respectivamente. Las 

reacciones se llevaron a cabo en 50 mM buffer citrato-fosfato pH 6, 0,5% (p/v) de sustrato a 45 °C por 

30 min. El cóctel enzimático E-PxST presentó actividad β-glucanasa (34,31 ± 3,70 UIβGlu/mL), además de 

la actividad xilanolítica previamente reportada. Sin embargo, no se detectó actividad α-amilasa, sobre 

el sustrato seleccionado.  

Para determinar las condiciones óptimas de reacción y estabilidad térmica de la actividad β-glucanasa 

utilizando βGC como sustrato, en primer lugar, se pusieron a punto las condiciones de concentración 

de extracto enzimático, referida al valor de proteínas totales presentes en el sobrenadante 

(determinada por Bradford), y tiempo de reacción en las que se mantiene la linealidad de liberación de 

producto. Comparativamente se repitieron los ensayos de actividad xilanasa sobre XIN, como control.  
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La linealidad se mantuvo entre 0,5 y 8 µg/mL y 0,5 y 4 µg/mL de E-PxST para la actividad β-glucanasa y 

xilanasa, respectivamente, y de 10 a 60 min de incubación en ambos casos (Figura R26). Utilizando las 

siguientes condiciones: 4 µg/mL y 30 min sobre βGC y XIN se realizaron los ensayos de perfil de 

actividad β-glucanasa y xilanasa, respectivamente, frente a un amplio rango de pH (de 3,0 a 10,0) y 

temperatura (30 a 70 °C).  

Figura R26: Determinación de rango de linealidad de concentración del extracto E-PxST y tiempo de reacción. 

Condiciones para actividad β-glucanasa (A y B). Condiciones para actividad xilanasa (C y D). Los resultados indican 

medias y desviaciones estándar de ensayos por triplicado. En naranja se indican los puntos de las mediciones que 

no se ajustan a la regresión lineal.  

El perfil de actividad β-glucanasa mostró el máximo a pH 5,5, manteniendo más del 60% de la actividad 

óptima en un rango de pH de 5 a 6,5 y al menos el 40% a pH 4 y 7. Por otro lado, la actividad xilanolítica 

máxima se observó también a pH 5,5. Más del 60% de la actividad óptima se mantuvo en un rango de 

pH de 4 a 8, pero disminuyó drásticamente por debajo del 20% a pH 4 y 9 (Figura R27A). Para ambas 

actividades se estableció como condición optima de reacción pH 5,5, el cual se utilizó para determinar 

la temperatura de reacción óptima para cada actividad enzimática. Las curvas mostraron un óptimo a 

45 °C para la actividad β-glucanasa y a 60 °C, la actividad xilanasa. Se mantuvo una actividad relativa 

superior al 60% en un rango de temperatura de 40 a 55 °C y de 40 a 65 °C para la actividad β-glucanasa 

y xilanasa, respectivamente. En ambos casos se mantuvo un 40% de la actividad a 30 °C, y disminuyó a 
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60 °C y 75 °C, manteniendo el 25% y el 10% de la actividad β-glucanasa, respectivamente, y a 75 °C 

reteniendo el 20% de la actividad xilanasa (Figura R27B).  

Para determinar las condiciones en las que el cóctel E-PxST podría usarse en bioporicesos, se realizó un 

ensayo de termo-estabilidad. El extracto perdió actividad β-glucanasa y xilanasa drásticamente a 60 °C, 

manteniendo solo el 35% luego de 60 min. Mantuvo el 60% de ambas actividades luego de 120 min a 

50 °C y más del 80% a 45 °C por hasta 240 min. La actividad β-glucanasa fue menos termoestable que 

la xilanasa, a todas las temperaturas ensayadas, perdiendo completamente la actividad luego de 120 

min a 60 °C y casi por completo a 50 °C durante 240 min. Alrededor del 40% y 20% de la actividad 

xilanasa se mantuvo luego de 240 min de pre-incubación a 50 °C y 60 °C, respectivamente (Figura 

R27C). La máxima termo-estabilidad se registró a 40 °C, condición en la que E-PxST retuvo más del 70% 

de actividad β-glucanasa y xilanasa luego de 20 hs de pre-incubacion. Por lo tanto, esta última sería la 

condición óptima para ensayos de hidrólisis enzimática de larga duración.  

Figura R27: Perfil de actividad β-glucanasa (rosa) y xilanasa (verde) de E-PxST.  A) Condición de pH óptimo. B) 

Condición de temperatura óptima. C) Estabilidad térmica. D) Termotolerancia frente a condiciones de 

peletización. El pH óptimo se determinó a 45 °C por 30 min para ambas actividades enzimáticas. La temperatura 

óptima se evaluó a pH óptimo, para ambos casos pH 5,5. Los resultados indican medias y desviaciones estándar 

de ensayos por triplicado.  
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El extracto E-PxST podría aplicarse entonces en formulaciones específicas para la hidrólisis tanto de 

xilanos como de β-glucanos (Tabla R18).  

Tabla R18: Extracto enzimático de P. xylanicorans como fuente de enzimas para la formulación de cócteles 

enzimáticos. Parámetros óptimos, entre paréntesis se indica la temperatura seleccionada para reacciones over 

night (> 16hs). E-PxST: extracto enzimático extracelular de P. xylanivorans obtenido por cultivo en salvado de 

trigo (ST). n.d.: no determinado. 

Fuente de 
enzimas 

Actividad  
Actividad anzimática 

(UI/mL) 
Parámetros óptimos 

Actividad 
ensayada sobre 

E-PxST 

β-1,4-endo-xilanasa 
(EC 3.2.1.8) 

78,61 ± 15,10 60 °C (40 °C) y pH 5,5 
Xilano lineal, 
glucurono- y 

arabino-xilanos 

β-glucanasa 
 (EC 3.2.1.4) 

34,31 ± 3,70 
45 °C (40 °C) y pH 5-

5,5 

β-glucano de 
cebada (enlaces 
β-1,4 y β-1,3) 

α-amilasa (EC 3.2.1.1) No detectable n.d. 
Almidón de 

papa 

CMCasa (EC 3.2.1.4) < 0,1 n.d. CMC 

En avicultura el alimento sufre un proceso de peletización que aglomera partículas de alimento más 

pequeñas mediante presión mecánica, humedad y calor. Un paso fundamental previo al procesamiento 

térmico es el acondicionamiento del alimento en polvo. La transformación del alimento en polvo a 

pellets densos y uniformes mejora su manejo, almacenamiento y digestibilidad en animales. Las 

condiciones de peletización más utilizados son temperaturas comprendidas entre 65-85 °C y un tiempo 

de retención medio de 30-120 segundos (Abdollahi y col., 2013). Se evaluó la capacidad del extracto E-

PxST para retener actividad enzimática luego de ser sometido a condiciones que simulan las de 

peletización (Figura R27D). Para ello, se utilizó el extracto E-PxST en polvo obtenido mediante 

liofilización. Se ensayaron dos condiciones de temperatura 70 °C y 80 °C y varios tiempos de retención 

de 30 a 180 segundos. Luego, la actividad β-glucanasa y xilanasa remanente fue evaluada. El extracto 

E-PxST mantuvo más del 80% de ambas actividades enzimáticas a 70 °C por hasta 180 segundos de 

incubación. A 80 °C el extracto retuvo más del 60% de la actividad xilanolítica por hasta 180 segundos, 

mientras que a esta temperatura la actividad β-glucanasa se mantuvo por encima del 80% por 30 

segundos, disminuyendo a 40% y 20% luego de 60 y 180 segundos de incubación, respectivamente 

(Figura R27D).  

Finalmente, se evaluó si E-PxST presentaba actividad enzimática sobre los componentes del alimento 

a base de soja-maíz. Se realizaron reacciones de hidrólisis sobre 5% (p/v) de alimento molido en 50 

mM de buffer citrato-fosfato pH 6 a 40 °C por 20 hs utilizando 2,5 UIxyn y 1,3 UIβGlu. En esos ensayos, el 

principal producto liberado fue glucosa, obteniéndose una conversión del 25,19 ± 6,38% (Figura R28). 
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Figura R28: Hidrólisis de alimento animal por el cóctel E-PxST. Los productos de reacción solubles generados se 

visualizaron mediante TLC.  Estándares de XOS: X1 (xilosa), X2 (xilobiosa), X3 (xilotriosa), X4 (xilotetraosa), X5 

(xilopentosa), X6 (xilohexosa), G1 (glucosa), G2 (celobiosa) y Ara (arabinosa).  

En conjunto, estos resultados sugieren que E-PxST mantiene actividad frente a condiciones semejantes 

a las de peletizacion y tiene la capacidad de hidrolizar los glucanos del alimento de base soja-maíz, 

siendo un candidato promisorio para ser aplicado como aditivo alimentario.    

Se determinó entonces la concentración de E-PxST que permitiera una hidrólisis de los glucanos 

presentes en el alimento animal manteniendo la integridad de la fracción proteica, de modo de 

asegurar su calidad nutricional. Para ello se realizaron reacciones enzimáticas utilizando tres 

concentraciones crecientes del extracto E-PxST expresadas en proteínas totales: 0,15 mg/mL (E-

PxST0,15), 0,30 mg/mL (E-PxST0,30) y 0,60 mg/mL (E-PxST0,60). Luego, se analizaron distintos indicadores 

de solubilidad del alimento tanto en la fracción soluble como en la insoluble (pellet) de la reacción de 

hidrólisis. En la fracción soluble se analizaron las proteínas totales (método de Bradford), los azúcares 

reductores totales liberados (por DNS) y la glucosa total (Kit enzimático).  

Se observó que los tres tratamientos solubilizaron el alimento animal, presentando diferencias 

significativas respecto del control sustrato, es decir en ausencia de E-PxST. E-PxST0,60 degradó mayor 

cantidad de proteínas totales propias del alimento, solubilizando 0,52 ± 0,04 mg/mL; mientras que E-

PxST0,30 y E-PxST0,15 hidrolizaron aproximadamente tres veces menos dichas proteínas, solubilizando 

0,20 ± 0,01 mg/mL y 0,16 ± 0,01 mg/mL, respectivamente. El control sustrato presentó una hidrólisis 

proteica basal de 0,09 ± 0,02 mg/mL, generada por el tratamiento de la muestra (Figura R29A).  

Para el caso de los azúcares reductores totales y la glucosa total, los tres tratamientos presentaron 

diferencias estadísticamente significativas respecto del control sustrato. En este caso, las tres 

concentraciones del extracto se comportaron de manera similar liberando aproximadamente 5 mg/mL 
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de azúcares reductores totales. Sin embargo, E-PxST0,60 y E-PxST0,30 liberaron mayor glucosa total, 3,90 

± 0,37 mg/mL en ambos casos, respeto de la condición E-PxST0,15   que liberó 2,75 ± 0,10 mg/mL. El 

control sustrato también presentó una hidrólisis de glucanos basal, liberando 1,38 ± 0,04 mg/mL de 

azúcares reductores y 0,55 ± 0,03 mg/mL de glucosa (Figura R29B). El porcentaje de conversión a 

glucosa fue calculado teniendo en cuenta los valores de glucosa total liberada en cada caso y la 

proporción de glucanos presentes en el alimento (45,24%), sin discriminar entre β- y α- glucanos. Los 

resultados obtenidos siguieron la misma tendencia observada para los valores de glucosa total liberada 

(Figura R29C).  

Finalmente, se determinó el porcentaje de materia seca residual presente la fracción insoluble. Esto se 

llevó a cabo comparando el peso del pellet seco antes y después del tratamiento.   Los tres tratamientos 

de E-PxST presentaron diferencias significativas respecto del control sustrato, solubilizando al menos el 

50% del alimento animal, mientras que el control sustrato presento una auto-solubilización del 30% 

dejando 70% de alimento residual (Figura R29D).  

Los resultados obtenidos fueron consistentes en dos ensayos de hidrólisis independientes, empleando 

dos lotees independientes del cóctel E-PxST en cada caso. Esto respalda la reproducibilidad del 

comportamiento enzimático observado para cada condición de tratamiento y su potencial aplicación 

en procesos de la industria de alimento animal.  
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Figura R29: Hidrólisis de alimento a base de soja-maíz por el cóctel E-PxST. A) Proteínas totales del alimento 
solubilizadas. B) Azúcares reductores (AR, barras cuadriculadas) y Glucosa (Glu, barras sólidas) liberados por 
hidrólisis de los glucanos del alimento. C) Conversón de glucanos totales a glucosa, expresado en porcentaje. D) 
Materia seca residual, expresado en porcentaje. Control sustrato (blanco). E-PxST0,60 (rosa); E-PxST0,30 (azul); E-
PxST0,15 (lila). Las reacciones se llevaron a cabo sobre 10% (p/v) alimento molido en 50 mM buffer citrato-fosfato 
pH 5,5 a 37 °C por 24 hs. Los resultados indican medias y desviaciones estándar de ensayos por cuatriplicado. Las 
diferencias estadísticas entre los tratamientos se indican con letras diferentes (a, b, c o d), determinadas mediante 
la prueba a posteriori de Fisher (p < 0,05). 

Estos resultados sugieren que la incorporación del cóctel E-PxST mejoraría al menos en un 20% la 

solubilización del alimento, lo que podría favorecer la ingesta de este. La utilización del extracto en una 

concentración de 0,30 mg/mL de proteínas totales (E-PxST0,30) sería la adecuada a aplicar ya que 

mantiene mejor la integridad de las proteínas propias del alimento sin disminuir su eficiencia hidrolítica 

sobre los polisacáridos.  

Los mismos ensayos se repitieron empleando E-PxST luego de ser sometido a un proceso que simula 

las condiciones de peletización, 70°C-180 segundos (E-PxSTp). El extracto E-PxSTp retuvo más del 80% 

(1,82 ± 0,19 mg/mL) de las proteínas totales luego de la exposición a altas temperaturas. E-PxST0,30 

presentó 2,20 ± 0,10 mg/mL de proteínas totales, este valor se utilizó para determinar la cantidad de 

volumen a utilizar en las reacciones para una concentración final de 0,30 mg/mL y así poder comparar 

la actividad del extracto sobre alimento para aves antes y después de ser peletizado.  
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Ambas condiciones de tratamiento solubilizaron aproximadamente 0,4 mg/mL de las proteínas 

presentes en el alimento. Aunque estos valores fueron mayores que en ensayos previos, en el control 

sustrato también se cuantificó una mayor concentración de proteínas solubles (0,22 ± 0,06 mg/mL) 

(Figura R30A). Aun así, el diferencial tratamiento-control se mantuvo constante entre ensayos: ambos 

extractos solubilizaron aproximadamente el doble de proteínas que el control. 

En cuanto a la liberación de azúcares reductores totales y la glucosa total, el control mostró valores 

basales de liberación (1,50 ± 0,02 mg/mL de azúcares reductores y 0,29 ± 0,02 mg/mL de glucosa), 

probablemente asociados a componentes solubles preexistentes del propio alimento, pero ambos 

tratamientos liberaron concentraciones significativamente superiores a estos valores (Figura R30B). E-

PxSTp presentó una reducción en su capacidad de degradar β-glucanos con respecto al extracto sin pre-

tratamiento (E-PxST0,30), liberando un 15% menos de azúcares reductores y un 21% menos de glucosa. 

Esta disminución también se reflejó en el porcentaje de conversión a glucosa, que cayó un 21% en el 

tratamiento E-PxSTp (Figura R30C). 

Por último, al evaluar la materia seca residual (fracción insoluble), no se observó una diferencia 

significativa entre ambos tratamientos: aunque E-PxSTp mostró un leve descenso en la hidrólisis de 

polisacáridos, su eficiencia global de solubilización del alimento fue comparable a la de E-PxST0,30. En 

ambos casos se solubilizó 50% del alimento, mientras que en el control permaneció ~70% de materia 

no solubilizada (Figura R30D). 
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Figura R30: Hidrólisis de alimento a base de soja-maíz por el cóctel peletizado E-PxSTp. A) Proteínas totales del 
alimento solubilizadas. B) Azúcares reductores (AR, barras cuadriculadas) y Glucosa (Glu, barras sólidas) liberados 
por hidrólisis de los glucanos del alimento. C) Conversón de glucanos totales a glucosa, expresado en porcentaje. 
D) Materia seca residual, expresado en porcentaje. Control sustrato (blanco). E-PxST0,30 (azul), como control 
positivo; E-PxSTp en igual volumen que E-PxST0,30 (celeste). Las reacciones se llevaron a cabo sobre 10% (p/v) 
alimento molido en 50 mM buffer citrato-fosfato pH 5,5 a 37 °C por 24 hs. Los resultados indican medias y 
desviaciones estándar de ensayos por cuatriplicado. Las diferencias estadísticas entre los tratamientos se indican 
con letras diferentes (a, b, c o d), determinadas mediante la prueba a posteriori de Fisher (p < 0,05). 

Este apartado de la tesis se encuentra enmarcado en un proyecto PICT Start up (2020-0022) que busca 

el desarrollo y producción de aditivos multienzimáticos en formulados para la degradación de 

polisacáridos no amiláceos presentes en los ingredientes de los piensos utilizados en la alimentación 

de aves de corral y peces. La etapa desarrollada hasta el momento en el laboratorio incluye la 

simulación del proceso de peletización sobre el cóctel E-PxST y posterior hidrólisis del alimento 

evaluando la actividad enzimática remanente. En general, los resultados sugieren una mejora en la 

solubilización del alimento animal del 20% bajo las condiciones de concentración de E-PxST (22 mg del 

extracto en polvo) y peletización (70 °C por 180 seg) ensayadas. Quedaría a evaluar en un futuro el 

ensayo de peletizacion propiamente dicho, incluyendo al alimento animal la dosis de E-PxST, y la 

evaluación de la actividad residual en el formulado, para luego determinar si la incorporación del 

extracto mejora la conversión energética en aves de corral. Esto se realizará en colaboración con la 

Empresa avícola CyB SA, Entre Ríos.  
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IV. B. Oligosacáridos con propiedades antioxidantes 

Los xilo-oligosacáridos (XOS) poseen numerosas propiedades biológicas de interés en la industria 

alimenticia y cosmética. Entre ellas, su potencial antioxidante emerge como alternativa a los 

compuestos sintéticos tradicionales utilizados (Bouiche y col., 2020). La hidrólisis enzimática de 

biomasa lignocelulósica utilizando xilanasas genera XOS de menor GP, entre X2 y X6, comparado con 

otras estrategias como la hidrólisis química y la auto-hidrólisis (GP>6), deseados en la industria 

alimenticia y farmacéutica (Gauterio y col., 2022). Enzimas endo-xilanasas de las familias GH10, GH11 

(EC 3.2.1.8) y GH30 (EC 3.2.1.136) hidrolizan la cadena principal del xilano generando una mezcla de 

XOS de diferente GP y número de sustituciones, dependiendo de la fuente de xilano (glucurono- o 

arabino-xilano) y de la actividad de la xilanasa utilizada. Los arabino-xilo-oligosacáridos (AXOS) 

derivados del salvado de trigo han sido estudiados como prebióticos y antioxidantes. En particular, la 

actividad antioxidante estaría asociada al ácido ferúlico presente en los AXOS (Bilal y col., 2024).  

En esta sección, se evaluó el efecto antioxidante de distintos perfiles de XOS ácidos, decorados con 

ácido metilglucurónico -MeGlcA- (UXOS). Para obtener estos perfiles de UXOS se utilizaron las xilnasas 

PxXyn10A, PxXyn11B y PxXyn30_8 sobre bagazo de ágave pre-tratado por extrusión alcalina (BABe). 

Las características de las enzimas recombinantes se encuentras detalladas en la Tabla R19.  

Tabla R19: Fuente de enzimas para la valorización de xilanos. Tipo de producción, entre paréntesis se indica la 

cepa de E. coli utilizada para la expresión recombinante de la proteína. Parámetros óptimos, entre paréntesis se 

indica la temperatura seleccionada para reacciones de 16hs.  

Enzima 
Tipo de 

producción 
Actividad 

enzimática 
Parámetros 

óptimos 
Actividad 

confirmada sobre 
Referencia 

PxXyn10A 
Recombinante 

(Rosetta) 
β-1,4-endo-

xilanasa  
(EC 3.2.1.8) 

60 °C (45 °C) 
y pH 6 

Glucurono- y 
arabino-xilanos 

Ghio y col., 
2019 

PxXyn11B 
Recombinante 

(XL1-Blue) 
45 °C (40 °C) 

y pH 9  
Glucurono- y 

arabino-xilanos 
Ghio y col., 

2019 

PxXyn30_8 
Recombinante 

(Rosetta) 

Glucurono-
xilanasa 

(EC 3.2.1.136) 

50-60 °C (40 
°C) y pH 5-6 

Glucurono-xilanos Esta tesis 

El bagazo de Agave azul (BAB) es una importante fuente de glucurono-xilanos (GX) de bajo costo, dado 

que constituye el principal residuo sólido de la industria del tequila en México, generando 400 kg de 

bagazo por tonelada de agave procesado (Montiel y col., 2024).  

Al aplicar las enzimas sobre BABe se evidenció el mismo comportamiento que sobre XIN. Las tres endo-

xilanasas producen combinaciones de XOS neutros y UXOS de diferente GP a partir de BABe: PxXyn30_8 

genera UXOS de mayor longitud (GP > 4), seguida de PxXyn11A que genera (U)XOS de GP 2 a 6 y 

PxXyn10A que libera X1 y (U)XOS hasta GP 5. La acción combinada de PxXyn30_8 con PxXyn10A o 
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PxXyn11B, también, dio lugar a un cambio en el perfil de (U)XOS con una reducción en el GP y un 

aumento en la liberación de X1 (Figura R31). 

 

Figura R31: Hidrólisis de bagazo de ágave extrusado por endo-xilanasas de P. xylanivorans. Los productos de 

reacción solubles generados por PxXyn30_8 (rojo), PxXyn10A (azul claro) y PxXyn11B (verde) sobre BABe se 

visualizaron mediante TLC. Las reacciones se llevaron a cabo a 40 °C por 20 hs utilizando las enzimas 

individualmente o en combinación, según se indica. CS: control sustrato (BABe sin enzimas). Estándares de XOS: 

X1 (xilosa), X2 (xilobiosa), X3 (xilotriosa), X4 (xilotetraosa), X5 (xilopentosa) y X6 (xilohexosa). 

Previo al ensayo de bioactividad de los distintos perfiles de (U)XOS generados, los hidrolizados 

obtenidos fueron liofilizados y concentrados volumétricamente 15 veces (15X). Posteriormente, los los 

hidrolizados liofilizados y concentrados fueron tratados con carbón activado (Zhu y col., 2021) para 

remover parte de la xilosa y la lignina soluble residual.  

Los azúcares reductores totales fueron determinados por el método de DNS y el perfil de (U)XOS por 

TLC, para evaluar que su integridad no haya sido modificada durante el proceso de liofilización y 

tratamiento con carbón activado (Tabla R20 y Figura R32). El tratamiento permitió una concentración 

global de azúcares de aproximadamente 12 veces. En algunos casos, la purificación de los XOS con 

carbón activado incremento levemente la concentración final de azúcares reductores (Tabla R20).  
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Tabla R20: Producción de xilo-oligosacáridos con potencial antioxidante. Hidrolizado: sobrenadante de la 

reacción enzimática. Liofilizado 15X: hidrolizado liofilizado y concentrado volumétricamente 15 veces. Purificado: 

liofilizado 15X purificado con carbón activado (CA). Los resultados indican medias y desviaciones estándar de 

ensayos por triplicado. 

Tratamiento 
enzimático 

Azúcares reductores totales (mg/mL) 

Hidrolizado  Liofilizado 15X Purificado con CA 

PxXyn10A 2,03 ± 0,15 25,28 ± 1,34 26,94 ± 3,09 

PxXyn11B 1,94 ± 0,08 24,87 ± 0,57 26,35 ± 3,69 

PxXyn30_8 0,32 ± 0,03 3,79 ± 0,00 5,29 ± 0,06 

PxXyn10A+PxXyn30_8 2,32 ± 0,11 30,66 ± 1,15 27,60 ± 3,27 

PxXyn11B+PxXyn30_8 1,98 ± 0,12 26,61 ± 0,76 26,93 ± 3,59 

 

La integridad de los XOS presentes en cada hidrolizado se mantuvo luego de ambos procedimientos: 

liofilización y concentración volumétrica (Figura R32A) y purificación con carbón activado (Figura 33B). 

Como era esperado, en esta última instancia se observó una disminución de xilosa (Figura 32B).  

 

Figura R32: Perfil de xilo-oligosacáridos con potencial antioxidante obtenidos por hidrólisis enzimática del 

bagazo de ágave extrusado (BABe). A) (U)XOS presentes en hidrolizado liofilizado y concentrado 

volumétricamente 15 veces (15X). B) (U)XOS presentes en hidrolizados liofilizado 15X purificado con carbón 

activado. Los productos presentes en los hidrolizados se visualizaron por TLC. PxXyn30_8 (rojo), PxXyn10A (azul 

claro) y PxXyn11B (verde). CS: BABe sin enzimas. Estándares de XOS: X1 (xilosa), X2 (xilobiosa), X3 (xilotriosa), X4 

(xilotetraosa), X5 (xilopentosa) y X6 (xilohexosa). 

La capacidad antioxidante de los (U)XOS purificados (Figura R32B) se determinó mediante el ensayo 

del radical ABTS+. Los valores obtenidos se compararon con la actividad antioxidante del ácido gálico 

(GA) obteniendo el valor GAEq (actividad antioxidante equivalente de GA) (Hwang y Lee, 2023; Molski, 

2023). Sin embargo, como ocurre con otros estándares utilizados en este tipo de ensayo, como el 

Trolox, este valor se determina en función a la concentración molar del compuesto. Dado que los 

(U)XOS evaluados incluyen oligómeros de diferente longitud y peso molecular, no es posible medir la 

concentración molar. Para estandarizar, se estudió la actividad antioxidante de los (U)XOS en un rango 



  Resultados- Capítulo IV 

135 
 

de concentración creciente de azúcares reductores y se refirió este valor a la concentración de GA 

necesaria para obtener la misma actividad antioxidante, como se describe en otros trabajos (Valls y 

col., 2018; Bouiche y col., 2020).  En el caso de los productos de hidrólisis de PxXyn30_8, las 

concentraciones de azúcares reductores se corresponden a un menor factor de dilución, por tratarse 

de productos más largos. Como control se utilizó el BABe sometido a los mismos tratamientos, aunque 

sin enzimas, y el volumen empleado se estableció con las mismas diluciones que para los (U)XOS de 

PxXyn30_8.  

En general, se observó mayor actividad antioxidante al aumentar la concentración de (U)XOS utilizada 

(Figura R33A). El hidrolizado de PxXyn30_8 fue más eficaz en la reducción del radical ABTS+, lo que 

indica una potente capacidad antioxidante en comparación con los hidrolizados producidos por 

PxXyn11B y PxXyn10A. Los compuestos generados por PxXyn11B o PxXyn10A combinadas con 

PxXyn30_8 no presentaron diferencias en su actividad bioactiva con respecto a los valores obtenidos 

por PxXyn11B y PxXyn10A individualmente. Además, los hidrolizados correspondientes a la auto-

hidrólisis del BABe (sin enzimas) presentaron valores cercanos a los obtenidos con los hidrolizados de 

PxXyn30_8 (Figura R33A). 

A una concentración de 100 µg/mL de azúcares reductores, se observó un 43% de actividad 

antioxidante en los UXOS de PxXyn30_8 y menos del 10% al utilizar igual concentración de (U)XOS de 

PxXyn11B o PxXyn10A. Al aumentar la concentración de los UXOS producidos por PxXyn30_8 a 250 

µg/mL la actividad antioxidante superó el 80%, mientras que los demás hidrolizados alcanzaron casi el 

20% a igual concentración (Figura R33A).  

Sin embargo, el contenido fenólico total en los hidrolizados purificados, estimados por la técnica de 

Folin-Ciocalteu, también presentó una correlación positiva con la concentración de (U)XOS empleada 

(Figura R33B). Tanto los hidrolizados de PxXyn30_8 como los del control BABe mostraron la mayor 

concentración de fenoles. Si bien el contenido fenólico en ambas muestras fue similar, la actividad 

antioxidante fue más elevada en los hidrolizados de PxXyn30_8, de manera estadísticamente 

significativa (Figura R33A), lo cual se debería a los UXOS.  
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Figura R33: Actividad antioxidante de (U)XOS obtenidos por hidrólisis enzimática de bagazo de agave extruido 
(BABe). La actividad antioxidante se determinó mediante el ensayo de radicales ABTS+ (A) y el contenido fenólico 
total se expresó en equivalentes de ácido gálico (GAEq) y se determinó mediante el ensayo de Folin-Ciocalteu (B). 
XOS_30: hidrolizados de PxXyn30_8. XOS_11 y XOS_1130: hidrolizados de PxXyn11B individual y con PxXyn30_8, 
respectivamente. XOS_10 y XOS_1030: hidrolizados de PxXyn10A individual y con PxXyn30_8, respectivamente.  
Las barras de error indican la desviación estándar de los triplicados técnicos. Las diferencias estadísticas entre los 
tratamientos XOS_30 y BAB Ctrl se indican con asteriscos, determinadas mediante la prueba a posteriori de Fisher 
(p < 0,05). 

En conjunto, los resultados obtenidos evidencian que los (U)XOS generados por hidrólisis enzimática 

de BABe poseen un potencial antioxidante significativo. En particular, los UXOS producidos por la 

enzima PxXyn30_8, compuestos exclusivamente por oligómeros ácidos, exhibieron una mayor 

actividad antioxidante en comparación con los XOS generados por las xilanasas PxXyn11B y PxXyn10A, 

que consisten en mezclas de oligómeros neutros y ácidos de menor longitud. Estos hallazgos sugieren 

que tanto la presencia de MeGlcA en la estructura de los UXOS como su grado de polimerización 

constituyen factores clave que contribuyen a su capacidad antioxidante, aunque no se puede descartar 

la presencia de derivados de lignina en las muestras que podrían aportar a esta bioactividad. 

VI. C. Oligosacáridos como estimuladores del sistema inmune vegetal 

Los oligosacáridos no solo presentan un gran potencial para la nutrición y cuidado de la salud humana 

y animal, sino que también podrían utilizarse como promotores del sistema inmune vegetal mejorando 

los rendimientos de cultivos agrícolas disminuyendo el consumo de productos químicos (He y col., 

2021). La inducción de esta respuesta inmune podría determinarse por la naturaleza, la concentración 

y el tipo de oligosacárido. En particular, XOS son reconocidos con especificidad variable por el sistema 

inmune vegetal induciendo respuestas de defensa y modificaciones en la composición de la pared 

celular (Sun y col., 2025). Estos XOS pueden ser generados por la hidrólisis enzimática de la biomasa 

vegetal. En esta sección de la tesis, se valuó el efecto promotor del sistema inmune vegetal, sobre 

plantas de tabaco, de XOS de diferente naturaleza obtenidos enzimáticamente utilizando el extracto 

enzimático E-PxST. 
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Se llevó a cabo la hidrólisis enzimática de residuo de caña de azúcar y bagazo de ágave, ambos pre-

tratados por extrusión alcalina (RACe y BABe, respetivamente) con E-PxST. Dada la naturaleza de las 

biomasas empleadas se obtuvo un perfil de AXOS y UXOS a partir de la hidrólisis de RACe y BABe, 

respetivamente. Las reacciones de 100 mL se realizaron en 50 mM buffer citrato-fosfato pH 6, utilizando 

5% (p/v) RACe o BABe y 100 UIxyn/gbiomasa de E-PxST y se incubaron a 40 °C por 20 hs. Como controles 

se incluyeron: control enzima (E-PxST en ausencia de biomasa) y control sustrato (RACe y BABe en 

ausencia de E-PxST). A partir de los hidrolizados obtenidos se determinó la concentración de azúcares 

reductores totales mediante el método de DNS y el perfil de XOS obtenidos en cada caso por TLC (Tabla 

R21, Figura R34). 

La mayor concentración de XOS se obtuvo por hidrólisis del BABe, siendo X2 el producto mayoritario 

visible en el TLC (Tabla R21 y Figura R34). La hidrólisis del RACe no solo resulto en una menor eficiencia 

de conversión a XOS, sino que el perfil de productos fue ligeramente diferente respecto al obtenido a 

partir del BABe. En ambos casos se observa la producción de xilosa X1, X2 y algunos XOS entre GP 4 y 

5, sin embargo, sólo en el hidrolizado de RACe se visualiza la producción X3 (Figura R34).  Estos 

resultados podrían deberse tanto a la cantidad como al tipo de sustituciones que presenta cada 

biomasa y la capacidad del extracto enzimático E-PxST para aceptar estas decoraciones, el cual se 

encuentra enriquecido por la endo-xilanasa PxXyn10A.  

Tabla R21: Producción de xilo-oligosacáridos con potencial elicitor del sistema inmune vegetal. Concentración 

de xilo-oligosacáridos (XOS) determinados como equivalentes de xilosa por el método DNS. n.d.: no determinado.  

Muestra Concentración de XOS (mg/mL) 

RACe + E-PxST 1,41 ± 0,10 

RACe Control 0,52 ± 0,02 

BABe + E-PxST 3,08 ± 0,14 

BABe Control 0,53 ± 0,04 

E-PxST inactivado n.d. 

Referencias: RACe: residuo de caña de azúcar pre-tratado por extrusión alcalina. BABe: bagazo de ágave pre-

tratado por extrusión alcalina. E-PxST: extracto extracelular de P. xynalivorans en salvado de trigo (ST).  
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Figura R34: Perfil de xilo-oligosacáridos con potencial elicitor del sistema inmune vegetal. Los productos de 

reacción solubles generados por el extracto E-PxST tras la incubación con residuo de caña de azúcar (RACe) o 

bagazo de agave azul extruido (BABe) se visualizaron mediante TLC. Estándares de XOS: X1 (xilosa), X2 (xilobiosa), 

X3 (xilotriosa), X4 (xilotetraosa), X5 (xilopentosa) y X6 (xilohexosa). Estándares de COS: G1 (glucosa), G2 

(celobiosa), G3 (celotriosa), G4 (celotetraosa), G5 (celopentosa) y G6 (celohexosa). 

Si bien, el cóctel enzimático E-PxST es principalmente xilanolítico, como se reportó anteriormente 

también presenta actividad β-glucanasa. En este sentido, para determinar si los hidrolizados obtenidos 

presentaban exclusivamente XOS, se evaluó la presencia de glucosa en los mismos mediante Kit 

enzimático comercial. En ninguno de los casos se detectó la presencia de dicho monosacárido. 

Además, se evaluó tanto la actividad xilanasa residual como la presencia de P. xylanivorans en los 

hidrolizados con el fin de dilucidar si el potencial elicitor se debe exclusivamente a los XOS obtenidos o 

si es acompañado de una actividad enzimática residual o de bacteria que puede generar daños 

adicionales sobre las hojas de las plantas a tratar promoviendo la activación del sistema inmune. Para 

ello se llevaron a cabo reacciones de 50 µL en 50 mM de buffer citrato-fosfato pH 6 con 0,5% (p/v) de 

XIN y 5 µL de los hidrolizados como fuente enzimática. Las reacciones se incubaron a 60 °C por 30 min 

(condiciones óptimas determinadas para la actividad xilanasa del extracto E-PxST).  Tanto los 

hidrolizados obtenidos por la acción enzimática de E-PxST sobre las biomasas como el control enzima 

(E-PxST en buffer sin biomasas) presentaron una actividad residual de aproximadamente 3,99 ± 0,89 

UIxyn/mL, representando el 3,52% de la actividad original del extracto (Tabla R22).  
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Tabla R22: Actividad xilanolítica residual de los hidrolizados obtenidos por la acción del extracto E-PxST sobre 

las biomasas RACe y BABe.  

Fuente enzimática Actividad xilanasa (UIxyn/mL) Actividad xilanasa relativa (%) 

E-PxST 95, 00 ± 2,98 100 

RACe + E-PxST 3,54 ± 0,08 3,36 

BABe + E-PxST 4,50 ± 0,31 4,28 

E-PxST inactivado 3,06 ± 0,66 2,91 

Asimismo, los hidrolizados se estriaron en placas con medio mínimo salino suplementado con 1% (p/v) 

de carboximetilcelulosa y azul de tripán (MM-1%CMC-TB) para verificar que no queden bacterias con 

actividad hidrolítica, particularmente P. xylanivornas. No se detectó crecimiento bacteriano en ninguno 

de los casos (Figura R35).  

Figura R35: Crecimiento bacteriano residual de los hidrolizados obtenidos por la acción del extracto E-PxST 

sobre las biomasas RACe y BABe. Como control positivo se estrió el aislamiento P. xylanivorans (Px). Hidrolizados 

correspondientes a: extracto E-PxST inactivado por calor, XOS producidos a partir de BABe (XOS-BABe), control 

sustrato BABe (CBABe), XOS producidos a partir de RACe (XOS-RACe) y control sustrato RACe (CRACe). 

 

Finalmente, se ensayó el potencial bioactivo como estimuladores del sistema inmune vegetal de los 

XOS obtenidos (Figura R34). Este ensayo se realizó en colaboración con el grupo del Dr. Sebastián 

Asurmendi, que desarrolló un modelo experimental con el cual evaluar el impacto de diversas 

moléculas en la producción de inmunidad de plantas de tabaco (Nicotiana tabacum) utilizando la 

infección viral Tabacco Mosaic virus (TMV). Para ello, se prepararon soluciones de tratamiento de 50 

mL al 10% (v/v), incluyendo los XOS generados enzimáticamente, los auto-hidrolizados de BABe y RACe, 

y el extracto E-PxST inactivado por calor. La concentración final de los XOS en las soluciones tratamiento 

a utilizar fueron de 0,141 mg/mL y 0,308 mg/mL para los hidrolizados de RACe y BABe, respetivamente.  

Las plantas de tabaco fueron tratadas (10 plantas por tratamiento) aplicando los hidrolizados por 

aspersión folicular en dos instancias, la primera 7 días previos a la infección con TMV y la segunda (dosis 

de refuerzo) dos días antes del desafío. Además, como control negativo se utilizó el buffer empleado 

para preparar las soluciones tratamiento y como control positivo el bioinductor comercial Taisei®. Sólo 
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se infectó con TMV una hoja por planta, seleccionando para ello la más reciente desarrollada por la 

planta. Trascurridos tres días post-infección se realizó el recuento de lesiones necróticas presentes en 

cada una de las hojas desafiadas.  

Si bien no se observaron diferencias estadísticamente significativas, todos los tratamientos empleados, 

incluyendo el extracto E-PxST inactivado por calor, disminuyeron el número de lesiones necróticas en 

las hojas de las plantas de tabaco respecto al control negativo (plantas tratadas sólo con buffer) (Figura 

R36). Estos resultados sugerirían algún tipo de efecto potenciador de la respuesta inmunológica en 

plantas de tabaco frente a TMV por los tratamientos realizados. Un segundo ensayo complementario 

fue llevado a cabo obteniéndose resultados similares. 

Curiosamente, las plantas tratadas con E-PxST inactivado y con XOS derivados de BABe mostraron una 

mejor respuesta protectiva, dado que presentaron el menor número de lesiones. Estos efectos 

positivos sobre la inmunidad superaron a los valores observados para el control positivo del ensayo 

(Figura R36).  El tratamiento con BABe (auto-hidrolizado de la biomasa) mejoró ligeramente la 

respuesta de las plantas frente a la infección viral, sin embargo, los valores no alcanzaron la efectividad 

del tratamiento con XOS-BABe. Por su parte, los XOS obtenidos a partir de la hidrólisis de RACe (XOS-

RACe) mostraron una respuesta similar a la observada con BABe y el bioinductor comercial Taisei®. El 

empleo del auto-hidrolizado de RACe (RACe) como tratamiento resultó ligeramente más eficiente, 

disminuyendo levemente el número de lesiones necróticas, comparado con el tratamiento con XOS-

RACe (Figura R36). Esto podría deberse a la presencia de productos cortos obtenidos por la propia auto-

hidrólisis del RACe. En la Figura R34 se observa la presencia de X1 y un segundo producto que en el TLC 

parecería coincidir con glucosa (G1), sin embargo, como se mencionó previamente los hidrolizados 

carecen de G1 en su composición. Más ensayos son requeridos para dilucidar la identidad de dicho 

producto.  



  Resultados- Capítulo IV 

141 
 

 
Figura R36: Inducción de la respuesta inmune vegetal. Recuento del número de lesiones por hoja infectada 
viralmente (eje Y). Los puntos indican el número de lesiones en cada hoja de cada tratamiento y se indica la media 
y el error en cada caso (n=10). En el eje X se indican los tratamientos: control - (buffer de dilución), control + 
(bioinductor comercial Taisei®), extracto E-PxST inactivado por calor, XOS-BABe (XOS producidos a partir de 
BABe), BABe (auto-hidrolizado BABe), XOS-RACe (XOS producidos a partir de RACe) y RACe (auto-hidrolizado 
RACe). Las diferencias estadísticas entre los tratamientos se indican con letras diferentes (a, b, c o d), 
determinadas mediante la prueba a posteriori de Fisher (p < 0,05). 

El efecto bioestimulante del extracto E-PxST inactivado podría estar relacionado con la presencia de 

proteínas de membrana bacteriana que podrían ser reconocidos por los receptores de reconocimiento 

de patrones (PRR) localizados en la superficie de las células vegetales como patrones moleculares 

asociados a microbios (MAMPs) (Pršić y Ongena, 2020). La purificación de los hidrolizados empleados 

como tratamiento con carbón activado podría resultar útil para eliminar potenciales proteínas 

bacterianas o impureza permitiendo recuperar los XOS para dilucidar correctamente su efecto 

biológico.  

En conjunto, los resultados obtenidos evidenciaron que la aplicación de distintos hidrolizados en 

plantas de tabaco, previo a la infección viral con TMV, indujo en la mayoría de los casos una reducción 

en el número de lesiones necróticas respecto al control negativo, sugiriendo un efecto promotor de la 

respuesta inmunológica. En particular, tanto el tratamiento con el extracto E-PxST inactivado como el 

tratamiento con los XOS-BABe resultaron ser los más efectivos, mostrando una actividad incluso más 

elevada que el control positivo, mientras que los tratamientos con hidrolizados derivados de RACe y el 

auto-hidrolizado de BABe presentaron respuesta más moderadas. Si bien estos resultados son 

promisorios y respaldan el potencial de los XOS como inductores de la resistencia en plantas, también 

abre las puertas a continuar estudiando la aplicación del extracto enzimático inactivado e inocuo como 

alternativa viable.   Una caracterización exhaustiva para identificar los compuestos constituyentes de 

los tratamientos más efectivos mediante técnicas como HPLC, GC-MS, LC-MS/MS y/o NMR sería 
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requerida en pasos futuros con el fin de dilucidar específicamente qué moléculas serían las 

responsables de la propiedad bioestimulante. 
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Discusión 

La biomasa lignocelulósica (BLC) constituye una fuente de energía renovable y compuestos derivados 

de alto valor agregado. Sin embargo, su aprovechamiento de manera eficiente continúa siendo un 

desafío debido a la complejidad estructural de los polisacáridos que la constituyen, a su naturaleza 

recalcitrante y a la necesidad de obtener una plataforma de productos a partir de la misma, incluidos 

los monosacáridos fermentables más abundantes, glucosa y xilosa (Himmel, 2008; Lisy y col., 2020; Ilić 

y col., 2023). En este contexto, la hidrólisis mediante cócteles enzimáticos se ha consolidado como una 

de las estrategias más promisorias para lograr estos objetivos. No obstante, el mercado de los 

formulados enzimáticos comerciales continúa siendo limitado y altamente concentrado en un pequeño 

número de empresas, como Novonesis y DuPont. Estas compañías han orientado el desarrollo de sus 

productos hacia la industria de los biocombustibles de primera generación (a partir de caña de azúcar 

y de almidón de maíz) y de segunda generación, a partir de BLC ampliamente disponibles, como el 

bagazo de caña de azúcar (DuPont, 2017; Novozymes, 2022a, b). Esta centralización y el enfoque 

restringido de los formulados disponibles constituye un problema relevante, ya que restringen el 

acceso a cócteles enzimáticos específicos para procesar biomasas residuales regionales o de menor 

escala, o con otros productos finales como objetivo. Como consecuencia, se incrementan los costos y 

se dificulta la implementación eficiente de procesos de valorización a escala industrial. A ello se suma 

que los formulados comerciales no siempre brindan información completa sobre su composición 

enzimática. Esta falta de detalle representa otra limitación importante, porque impide diseñar procesos 

de hidrólisis específicos y optimizados para cada sustrato. Sin conocer con precisión qué actividades 

enzimáticas están presentes y en qué proporciones, resulta difícil ajustar las condiciones de reacción, 

maximizar la liberación de azúcares y evitar la formación de compuestos no deseados. 

En conjunto, estas limitaciones ponen de manifiesto que los formulados comerciales actuales no 

siempre responden a las demandas reales de la diversidad de biomasas disponibles ni permiten un 

control preciso sobre los procesos de hidrólisis. Esta situación resalta la necesidad de diseñar cócteles 

enzimáticos específicos y adaptados a cada tipo de biomasa y bioproceso, priorizando la reducción de 

costos y el aumento de la eficiencia en la deconstrucción del material lignocelulósico. Por lo tanto, la 

combinación racional de enzimas provenientes de diferentes fuentes se presenta como una alternativa 

clave (Lopes y col., 2018). 

En la naturaleza existen distintas fuentes de enzimas. Entre ellas las bacterias son atractivas debido a 

su capacidad para adaptarse a cambios de pH y temperatura, una mayor flexibilidad en la demanda de 

oxígeno y su potencial mejoramiento genético (Chukwuma y col., 2021). El mecanismo enzimático más 

común presente en bacterias aeróbicas de ambientes celulolíticos es la secreción de enzimas que 
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actúan sobre los polisacáridos vegetales al medio extracelular. En el caso de bacterias cultivables, esto 

genera la oportunidad potencial para producir cócteles enzimáticos con relativamente bajo costo de 

producción, los cuales podrían ser aplicables a bioprocesos que requieran la degradación de la biomasa 

vegetal (Lopes y col., 2018).  

El presente trabajo de tesis se basó en la hipótesis de que las formulaciones de enzimas activas sobre 

carbohidratos de aislamientos bacterianos nativos provenientes de suelo, permiten la deconstrucción 

controlada y eficiente de hemicelulosas al ser aplicados en procesos de relevancia agroindustrial. En 

este marco, se seleccionaron las cepas Cellulomonas sp. B6 y Paenibacillus xylanivorans A59, ambas 

aisladas de suelos nativos argentinos y previamente caracterizadas por el grupo de trabajo. Estos 

aislamientos han demostrado ser fuentes valiosas de enzimas lignocelulolíticas con aplicaciones 

potenciales en el diseño de cócteles enzimáticos eficientes (Ghio y col., 2018; Piccinni y col., 2019; 

Ontañon y col., 2021).  

Entre las biomasas empleadas en esta tesis se incluyen el residuo de caña de azúcar (RAC) y el 

subproducto agroindustrial salvado de trigo (ST), utilizados como representantes para la valorización 

de arabino-glucurono-xilanos (AGX) y arabino-xilanos (AX), respectivamente. Asimismo, se evaluaron 

el Eucalyptus (EUCA) y el bagazo de ágave azul (BAB), ambos seleccionados como modelos para la 

valorización de glucurono-xilanos (GX). En Argentina, la disponibilidad y el tipo de BLC están 

estrechamente vinculados con la dinámica de los distintos sectores productivos. Durante el año 2020, 

el país generó aproximadamente 8,5 millones de toneladas de biomasa, de las cuales el 38% provino 

de la industria forestal, principalmente residuos de especies de los géneros Pinus y Eucalyptus, seguida 

por el procesamiento de caña de azúcar, que aportó un 23 % de la biomasa residual total (Denaday y 

col., 2020). En cuanto al sector cerealero, Argentina se posiciona como el mayor productor de trigo del 

hemisferio sur, con una producción estimada de 18,1 millones de toneladas para la campaña 

2024/2025. Durante el proceso de molienda, cerca del 24% del grano se transforma en subproductos 

o residuos, entre ellos el ST, que usualmente se comercializa a granel para la industria de alimentos 

balanceados o se peletiza y se utiliza directamente como forraje, sin generar un valor agregado 

significativo (Zschocke, 2019). Por su parte, en México, el bagazo de agave azul constituye el principal 

residuo sólido derivado de la industria tequilera, con una generación promedio de 400 kg de bagazo 

por cada tonelada de agave procesado (Montiel y col., 2024). 

El objetivo central de este trabajo de tesis fue estudiar las enzimas secretadas por las bacterias 

aeróbicas para degradar los polisacáridos estructurales de la biomasa vegetal y desarrollar complejos 

enzimáticos para su aplicación en bioprocesos. Para este fin, se evaluaron estrategias de mutagénesis 

química para aumentar la actividad enzimática extracelular de Cellulomonas sp. B6. Mientras que, para 
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P. xylanivorans se optimizó la producción de extractos enzimáticos extracelulares y se caracterizó la 

actividad enzimática de los sobrenadantes obtenidos sobre sustratos (hemi)celulósicos. Además, se 

estudió el sistema de enzimas de degradación de polisacáridos estructurales mediante el análisis 

genómico y proteómico con el fin de contribuir a la comprensión del sistema (hemi)celulolítico de 

ambas bacterias. Complementariamente, la expresión heteróloga de xilanasas de P. xylanivorans 

seleccionadas nos permitió identificar los mecanismos de acción y explicar la contribución de estas a 

la deconstrucción de xilanos de diferente composición. Finalmente, se formularon mezclas enzimáticas 

y se evaluó su aplicación en bioprocesos.  

La optimización de la producción de enzimas lignocelulolíticas microbianas es un factor determinante 

para el desarrollo de bioprocesos orientados al aprovechamiento eficiente de la biomasa vegetal y su 

conversión en bioproductos de valor agregado. Entre las estrategias más utilizadas se destacan la 

generación de cepas bacterianas y fúngicas mejoradas mediante el uso de agentes mutagénicos o 

ingeniería genética (Yadav y col., 2025).  

El género Cellulomonas resulta particularmente interesante como fuente de enzimas activas sobre 

carbohidrtatos, por su capacidad de descomponer biomasa vegetal (Lv y col., 2022). En especial, el 

aislamiento Cellulomonas sp. B6 previamente caracterizado, se destaca por presentar una mayor 

actividad xilanolítica que celulolítica, siendo las biomasas lignocelulósicas complejas las fuentes de 

carbono más efectivas para inducir la síntesis de enzimas extracelulares en esta bacteria (Piccinni y col., 

2019; Ontañon y col., 2021).  

Con el objetivo de incrementar la actividad celulolítica y xilanolítica de la cepa, Cellulomonas sp. B6 fue 

sometida a un proceso de mutagénesis química empleando etilmetanosulfonato (EMS), un agente 

químico conocido por inducir mutaciones puntuales mediante la transición, por ejemplo, del par de 

bases GT a AT (Wong y col., 2006), seguido de la evaluación de la capacidad hidrolítica en medio sólido 

con carboximetilcelulosa (CMC) como fuente de carbono. Este enfoque, basado en la relación entre el 

diámetro de la zona de alcaramiento o halo de degradación y el de la colonia, ha sido utilizado para la 

selección de mutantes con mayor actividad hidrolítica en distintos microorganismos (Zaldivar y col., 

2001). Se ha reportado un incremento en la actividad celulolítica de hasta 10 veces en bacterias Gram-

positivas mutagenizadas con EMS (Bhatia y col., 2017).  

De las colonias analizadas, solo cuatro mostraron un índice de capacidad hidrolítica mayores a 1,5 veces 

con respecto a la cepa original, y esto se correlacionó con una mayor actividad endo-glucanasa 

extracelular (CMCasa), de entre 1,3 y 2,7 veces respecto de la cepa original. Sin embargo, no se observó 
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aumento de la actividad xilanasa, la cual resultó incluso menor en el caso de algunas de las mutantes 

obtenidas. 

La mutagénesis química de Cellulomonas flavígena fue descripta previamente por el grupo de Ponce-

Noyola y de la Torre (1995), quienes desarrollaron la mutante PR-22, que presenta un incremento en 

la actividad xilanolítica extracelular del doble en comparación con su cepa parental. Del mismo modo, 

ensayos de mutagénesis sobre la cepa Cellulomonas sp. TSU-03, empelando irradiación UV y N-metil-

N'-nitro-N-nitrosoguanidina (NTG), resultó en 25 mutantes con aumento en los índices hidrolíticos. Sin 

embargo, solo una de las variantes exhibió un leve aumento de la actividad CMCasa extracelular (1,3 

veces) respecto de la cepa parental (Sangkharak y col., 2012). Estos resultados indican que los índices 

hidrolíticos siempre requieren de la verificación de la actividad enzimática extracelular en cultivo.  

La mutante 3731, que presentó la mayor actividad CMCasa, podría emplearse para complementar la 

actividad endo-glucanasa subrepresentada en Cellulomonas sp. B6. Asimismo, nuevas rondas de 

mutagénesis podrían realizarse sobre esta variante con el objetivo de incrementar su actividad 

enzimática xilanolítica, que de momento es similar a la de la cepa original.  

Otro abordaje para mejorar la producción enzimática es la optimización de las condiciones de cultivo 

en la etapa de fermentación, lo que permite aumentar significativamente la eficiencia y escalabilidad 

de la producción enzimática (Yadav y col., 2025). En bacterias, la síntesis y secreción de enzimas está 

fuertemente influenciada por la fuente de carbono presente en el medio de cultivo, siendo los sustratos 

complejos como la biomasa vegetal buenos inductores para la producción de enzimas con diversas 

actividades (Iram y col., 2020; Chantorn y col., 2021).  

El género Paenibacillus incluye especies que secretan enzimas con aplicaciones agroindustriales, 

incluyendo enzimas capaces de degradar la biomasa lignocelulósica (Subramaniyan y Prema, 2000; 

Gastelum-Arellanez y col., 2014; Grady y col., 2016; Bohra y col., 2019). Numerosos trabajos reportan 

la utilización de biomasa lignocelulósica en varios miembros de los géneros Paenibacillus y Bacillus para 

producir mezclas enzimáticas adecuadas para la conversión de la (hemi)celulosa en productor de 

interés (Di Marco y col., 2017; Ticona y col., 2020; Hero y col., 2021). En particular, nuestro grupo de 

trabajo ha aislado y estudiado previamente la cepa Paenibacillus xylanivorans A59, un microorganismo 

mesófilo y halotolerante, principalmente xilanolítico (Ghio y col., 2015, 2016, 2018, 2019, 2020).  

Durante el desarrollo de esta tesis, se estableció un método para la producción de extractos 

enzimáticos destinados a la hidrólisis de BLC, dirigida principalmente al xilano, utilizando distintas 

fuentes de carbono para el cultivo de P. xylanivorans. La producción de enzimas extracelulares, y 

consecuentemente la actividad enzimática observada, fue mayor cuando se emplearon BLC complejas 
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como sustratos de cultivo (ST y RAC) en comparación con el uso de fuentes de carbono comerciales y 

simples como el xilano de madera de haya (XIN). Este comportamiento se ha observado en otros 

aislamientos del mismo género (Di Marco y col., 2017), así como en otras bacterias (Ontañon y col., 

2021) e incluso en hongos (Daly y col., 2017; Van Munster y col., 2020).  

Si bien el cultivo de P. xylanivorans en RAC generó un extracto enzimático con mayor actividad 

volumétrica (UI/mL) que en ST, dicha actividad máxima se alcanzó recién a las 72 hs (frente a 48 hs en 

ST) y con una menor recuperación de volumen total, lo que redujo la productividad global. En conjunto, 

estos factores llevaron a determinar que el ST fue el sustrato de cultivo más adecuado. En esta tesis se 

llevó a cabo el escalado de la producción con el objetivo de obtener mayores volúmenes de extracto 

enzimático, lográndose con éxito la incrementación volumétrica. En el caso de RAC, se mantuvo la 

eficiencia enzimática respecto de la producción en matraces, mientras que con ST se alcanzó incluso 

un aumento en la actividad de hasta cinco veces. Esto resultados adquieren particular relevancia si se 

considera que la fermentación agitada con sustratos sólidos insolubles representa un desafío, dado que 

la agitación puede afectar su disponibilidad efectiva, entre otros inconvenientes (Garai y Kumar, 2013; 

Yegin y col., 2017), y que durante el escalado se han reportado disminuciones significativas en el 

rendimiento enzimático (Kumar y col., 2009; Garai y Kumar, 2013). En este contexto, los antecedentes 

de nuestro grupo con Cellulomonas sp. B6 habían demostrado la posibilidad de mantener la eficiencia 

al emplear ST como sustrato (Ontañon y col., 2021), lo que coincide con lo observado en este trabajo 

al utilizar RAC y se ve ampliamente superado en el caso del ST, reforzando la robustez del proceso y su 

capacidad para sostener o incluso mejorar la actividad enzimática durante el escalado. 

Una vez obtenido el sobrenadante de cultivo, resulta fundamental conservarlo adecuadamente y, en 

muchos casos, concentrar la actividad de interés. Para ello existen diversas metodologías posibles. En 

este trabajo se evaluaron la ultrafiltración y la liofilización, ambas consideradas estrategias efectivas 

para la concentración de enzimas (Rodríguez-Fernández y col., 2013; Postemsky y col., 2017). 

Aproximadamente el 40% y el 50% de la actividad xilanolítica se retuvo en los extractos luego de los 

procesos de ultrafiltración y liofilización, respectivamente, sin necesidad de incorporar aditivos 

estabilizantes. Este es un resultado promisorio, dado que, si bien la liofilización es un método simple y 

ampliamente utilizado para la conservación de enzimas, puede provocar desnaturalización y pérdida 

de actividad en ciertas proteínas, ya que su tolerancia al estrés de congelación y/o secado es variable 

(Soares y col., 2012; Berghout y col., 2015). En este sentido, sería pertinente evaluar el empleo de 

crioprotectores que permitan mejorar la actividad enzimática recuperada.  

Asimismo, aunque ambas metodologías permiten concentrar proteínas de manera eficiente, difieren 

en las características del producto final. En la ultrafiltración se genera un extracto líquido, mientras que 
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la liofilización produce un extracto en polvo. En la práctica, disponer del extracto en formato sólido 

ofrece ventajas para su almacenamiento y uso, ya que puede resuspenderse únicamente la cantidad 

necesaria en cada aplicación, reduciendo así la pérdida de actividad enzimática asociada a ciclos 

repetidos de congelamiento y descongelamiento. 

Además de la concentración y conservación de los extractos, resulta relevante la identificación de 

enzimas y proteínas que los componen, ya que este aspecto complementa y amplía su potencial 

aplicación en bioprocesos. En este sentido, comprender qué enzimas se producen y secretan bajo 

condiciones de cultivo específicas proporciona información clave sobre el metabolismo bacteriano y 

sobre la participación de enzimas individuales en la degradación los sustratos de cultivo utilizados. Por 

lo tanto, el análisis proteómico de secretomas se presenta como una herramienta esencial para 

caracterizar los extractos enzimáticos y así poder ajustarlos para aplicaciones prácticas (Cattaneo y col., 

2014).  

Con el fin de estudiar qué enzimas son efectivamente secretadas por P. xylanivorans durante el 

crecimiento en distintos sustratos (hemi)celulósicos y, por lo tanto, responsables de las actividades 

hidrolíticas detectadas, se realizaron ensayos de espectrometría de masas LS-MS/MS a partir de los 

sobrenadantes completos obtenidos. El análisis proteómico reveló que el uso de sustratos complejos 

como ST y RAC como fuentes de carbono condujo a un repertorio más diverso de enzimas activas sobre 

carbohidratos (CAZimas) en comparación con el empleo de sustratos más homogéneos, como XIN, o 

azúcares cortos solubles, como la sacarosa. Resultados similares fueron reportados en la bibliografía 

para otros géneros bacterianos (Piccini y col., 2019; Takenaka y col., 2019; Leadbeater y col., 2021; 

Ontañon y col., 2021). Estos resultados confirman que los sustratos complejos, incluyendo derivados 

agrícolas y residuos agroindustriales, son particularmente adecuados para la producción de extractos 

enzimáticos bacterianos enriquecidos en CAZimas.   

El repertorio de β-1,4-endoxilanasas (EC 3.2.1.8) extracelulares codificado en el genoma de P. 

xylanivorans (dos GH10 y una GH11) fue detectado en los secretomas de forma variable. En particular, 

una de las GH10, PxXyn10A, se expresó en todas las condiciones de cultivo, incluso en sacarosa, siendo 

la proteína más abundante en prácticamente todos los sobrenadantes de cultivo analizados. Estos 

resultados indicaron que esta enzima probablemente es la principal responsable de la actividad 

xilanolítica de P. xylanivorans. Asimismo, la otra GH10 también se identificó en todos los secretomas, 

coincidiendo con lo observado en análisis previos (Ghio y col., 2016, 2018). A diferencia de PxXyn10A, 

que es una enzima unimodular, esta GH10 presenta múltiples módulos de unión a carbohidratos 

(CBMs) y se encuentra unida a la membrana mediante dominios de homología a capa S (SLHs). Debido 

a este anclaje, su representación en los extractos extracelulares fue baja, como era esperable. Una 
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xilanasa GH10 multimodular muy similar ha sido descripta en Paenibacillus JDR-2, asociada a la 

hidrólisis de glucurono-xilanos (GX) y a la asimilación de xilo-oligosacáridos (XOS) por la bacteria (St 

John y col., 2006). Por lo tanto, la contribución de esta GH10 de gran tamaño al metabolismo del xilano 

en P. xylanivorans probablemente sea análoga, aunque su función específica aún debe determinarse. 

Curiosamente, la única GH11 (PxXyn11B) fue identificada como la enzima más abundante en el 

sobrenadante de XIN, aunque este secretoma presentó significativamente menos actividad xilanolítica 

que los sobrenadantes de cultivos que utilizan sustratos lignocelulósicos ricos en arabino-xilano (RAC 

o ST). Sin embargo, la enzima sí fue detectada en el sobrenadante de bagazo de ágave extrusado 

(BABe), biomasa enriquecida en GX, presentando incluso una abundancia relativa semejante a 

PxXyn10A. Estas diferencias observadas en la inducción y secreción de PxXyn11B en función de la 

naturaleza del sustrato empleado podrían estar relacionadas con la menor capacidad que presenta la 

enzima para tolerar sustituciones de arabinosa en el polímero de xilano (de Mello Capetti y col., 2024). 

PxXyn11B también se detectó en el sobrenadante de ST de 24 h, lo que sugiere que podría desempeñar 

un papel relevante en las etapas iniciales de la degradación de xilano. No obstante, en base a nuestros 

resultados, la actividad de PxXyn10A parece ser la más importante para la actividad xilanolítica de los 

extractos enzimáticos obtenidos. Previamente ambas enzimas, PxXyn10A y PxXyn11B, fueron 

expresadas en Escherichia coli y caracterizadas, demostrando que difieren en su modo de acción, 

condiciones óptimas de reacción y producen patrones distintos de XOS (Ghio y col., 2016, 2018; de 

Mello Capetti y col., 2023a, b). 

Se ha establecido que otras enzimas pueden potenciar la eficiencia de la deconstrucción de xilanos 

(Malgas y col., 2019). En este sentido, se identificaron en los secretomas provenientes de ST, RAC y 

BABe varias enzimas adicionales que actúan sobre polisacáridos de la pared celular vegetal, entre ellas 

una celobiohidrolasa GH48, una endo-glucanasa GH9, una LPMO AA10, una quitinasa GH18 y una 

pectinasa PL1. Sin embargo, estas enzimas se encontraron en muy baja abundancia, y su contribución 

a la hidrólisis de la biomasa analizada (RACe) no es clara, ya que los extractos muestran actividad 

celulolítica prácticamente nula. Cabe destacar que se identificó una GH13 (posiblemente una α-

amilasa) en todos los secretomas (incluido SAC), lo que sugiere un patrón de expresión constitutiva, al 

igual que las dos GH10. Por otro lado, las enzimas desramificantes que actúan sobre las sustituciones 

de xilanos también estuvieron poco representadas en todos los secretomas. 

La expresión coordinada y abundancia diferencial de CAZimas en los secretomas provenientes de 

cultivos con diferentes fuentes de carbono nos llevó a plantear si dicha respuesta podría estar asociada 

a una organización génica particular, es decir, si los genes codificantes para estas enzimas se encuentran 

efectivamente agrupados en el genoma. Mediante la exploración del contexto genómico de los genes 
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codificantes para a las enzimas identificadas, encontramos que, en su amplia mayoría, estos se 

distribuyen de manera dispersa a lo largo de todo el genoma y no agrupados en regiones cromosómicas 

específicas.  

A pesar de expresarse y secretarse en las mismas condiciones de cultivo, estas enzimas no forman 

unidades transcripcionales, estando codificadas en regiones distintas del genoma. Si bien la presencia 

de loci de utilización de polisacáridos (PULs) ha sido descrita como una característica distintiva de los 

genomas de Bacteroidetes, también se ha reportado que cepas pertenecientes a otros géneros 

presentan genes involucrados en el metabolismo de oligosacáridos o polisacáridos colocalizados y 

corregulados (Golan y col., 2004; Grondin y col., 2017; Christiansen y col., 2020). Por ejemplo, el PUL 

de arabinano de una bacteria intestinal de terminas (Arnal y col., 2015) o el PUL de xiloglucano de la 

bacteria ambiental del suelo Cellvibrio japonicus (Larsbrink y col., 2014).  

En contraste, los resultados obtenidos para Cellulomonas sp. B6 y P. xylanivorans podrían reflejar una 

estrategia evolutiva distinta, caracterizada por una organización génica más dispersa vinculada con la 

utilización de sustratos (hemi)celulósicos. En la mayoría de las regiones genómicas cercanas a los genes 

que codifican a CAZimas se identificaron tanto reguladores transcripcionales comúnmente asociados a 

la utilización de carbohidratos, como LacI, AraC y ROK, así como transportadores ABC (Sawhney y col., 

2016; Rodionov y col., 2021). Esto sugiere que la expresión de estas enzimas en estos géneros 

respondería a reguladores globales. Si bien, en general, los genes de CAZimas se distribuyen a lo largo 

de todo el genoma, algunos se agrupan en regiones específicas. Por ejemplo, las secuencias 

codificantes para PxXyn10A y PxXyl30_2 se encuentran adyacentes, aunque en sentido contrario y 

ambas proteínas fueron identificadas en todas las condiciones de expresión estudiadas en este trabajo 

de tesis. Sin embargo, resta establecer si la expresión de ambas enzimas está co-regulada, lo cual podría 

ayudar a establecer la función de PxXyl30_2 en el metabolismo de las pentosas. En Paenibacillus sp. 

JDR-2, por el contrario, se ha observado que genes implicados en la utilización del xilano y del β-glucano 

se encuentran agrupados en el genoma y flaqueados por secuencias codificantes para proteínas 

reguladoras, como AraC, y transportadores ABC (Sawhney y col., 2016).  

En función de nuestros resultados, aun observándose expresión de numerosas CAzimas en presencia 

de sustratos complejos, no necesariamente ocurre una co-expresión, siendo que los mecanismos 

moleculares que rigen este comportamiento aún permanecen escasamente caracterizados (Wakarchuk 

y col., 2016; Spertino y col., 2018; Piccinni y col., 2019; Ontañon y col., 2021). Por lo tanto, la 

comprensión y dilucidación de los circuitos regulatorios que controlan la expresión de las CAZimas 

constituye un desafío pendiente, cuya resolución requerirá estudios adicionales que integren análisis 

transcriptómicos, proteómicos y funcionales. 
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La hidrólisis eficiente de los polisacáridos que conforman la BLC requiere de la acción concertada de 

múltiples CAZimas que exhiben actividades específicas distintas (Bhalla y col., 2013, Malgas y col., 2019, 

2021). El xilano es la hemicelulosa más abundante y el segundo polisacárido más común en la 

naturaleza, después de la celulosa. Presenta una notable diversidad estructural según la planta de 

origen y el tejido en el que se encuentra, lo que influye tanto en la solubilidad y la conformación del 

polímero como en sus interacciones con otros componentes de la pared celular. Los arabino-xilanos 

(AX) poseen residuos de α-L-arabinofuranosa (α-L-Araf) y se encuentran en gramíneas y cereales; los 

GX presentan sustituciones de ácido 4-O-metil-α-D-glucurónico (MeGlcA) y se encuentran 

predominantemente en maderas duras y dicotiledóneas, mientras en los glucurono-arabino-xilanos 

(GAX) y los arabino-glucurono-xilanos (AGX) presentan grupos laterales MeGlcA y α-L-Araf y se 

encuentran comúnmente en gimnospermas como las coníferas (Baker y col., 2020). Para alcanzar una 

hidrólisis completa del xilano, es necesaria la acción coordinada de xilanasas, β-xilosidasas y enzimas 

desramificantes específicas dependiendo de la naturaleza del xilano a degradar (Lu y col., 2023).  

El extracto de P. xylanivorans fue (E-PxST) fue eficaz en la hidrólisis tanto de xilano sin decoraciones 

(xilano industrial) como de AX y GX puros, logrando una alta tasa de conversión a xilosa y xilobiosa, en 

el caso del xilano no sustituido. Sin embargo, la eficiencia de hidrolisis fue menor en el caso de AX y 

GX, enfatizando la necesidad de complementar el coctel con enzimas desramificantes que actúen sobre 

las sustituciones, para lograr mejores tasas de conversión, dado que estas enzimas están poco 

representadas en el extracto enzimático utilizado.  

Las principales enzimas desramificantes del xilano son α-L-arabinofuranosidasas, generalmente 

calsificadas en las familias GH43, GH51 y GH62, que remueven las sustituciones de arabinosa presentes 

en el AX y arabino-xilo-oligosacáridos (AXOS) y las α-D-glucuronidasas (familias GH67 y GH115), 

encargadas de eliminar decoraciones de ácido glucurónico de GX y glucurono-xilo-oligoracáridos 

(UXOS) (Garrido y col., 2022; Mohapatra y Manoj, 2023; Leontakianakou y col., 2024; Long y col., 2024). 

Con el fin de diseñar un cóctel enzimático capaz de mejorar la conversión de xilano sustituido a xilosa 

fermentable, y de este modo valorizar BLC, el extarcto E-PxST se suplementó con una α-L-

arabinofuranosidasa GH62 y una β-xilosidasa GH43, previamente caracterizadas. Tanto E-PxST solo 

como combinado con dichas enzimas accesorias se testeó sobre RACe, una biomasa rica en arabino-

glucurono-xilanos (AGX). La combinación de enzimas resultó en un incremento en la liberación de X1 y 

A1, respecto al extracto sin suplementar. Es interesante destacar que, en estudios recientes, se observó 

interacción sinérgica de xilanasas (GH10 y GH11), con α-L-arabinofuranosidasas (Abfs) (GH51 y GH43), 

junto con una β- xilosidosa GH43 en la decosntrucción de AX de trigo (Malgas y col., 2021). El 

mecanismo propuesto es que las Abfs actuarían principalmente sobre los AXOS liberados, generando 
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XOS sin sustituciones y permitiendo la mayor actividad de la β- xilosidosa para la conversión a xilosa 

(Mafa y col., 2021, Malgas y col., 2021). En nuestro caso, la enzima Abf utilizada, CsAbf62 (GH62), tiene 

actividad también sobre el polisacárido (Garrido y col., 2022), por lo cual la mayor degradación se 

podría ver también incrementada por mejor acceso de PxXyn10A a regiones altamente sustituidas del 

polisacárido (de Mello Capetti y col, 2023a). De esta manera, la desramificación del xilano resultó clave 

para lograr mayores tasas de hidrólisis.  

Es importante destacar que, además de azúcares monoméricos fermentables, la deconstrucción 

controlada del xilano puede generar XOS con propiedades bioactivas dependiendo de su composición. 

En este sentido, la posibilidad de modular la obtención de diferentes productos mediante la 

suplementación -o no- del extracto con enzimas específicas resulta ventajosa, ya que permite adaptar 

el perfil de hidrólisis tanto a la naturaleza de la biomasa como a la aplicación final deseada. 

Los XOS y los AXOS cortos (GP 2-4), se consideran prebióticos de nueva generación. Su potencial 

prebiótico está relacionado no solo a su grado de polimerización, sino también al patrón de 

sustituciones de arabinosa (Rudjito y col., 2023). Por lo tanto, la alta especificidad del cóctel enzimático 

de P. xylanivorans hacia el xilano constituye una ventaja, ya que favorece la generación de XOS lineales 

y sustituidos con una baja proporción de X1 y con una mínima formación de productos no deseados, 

como glucosa derivada de la celulosa y los glucanos de la biomasa. La presencia limitada o ausencia de 

estos monosacáridos fermentables es deseable, dado que mejora las propiedades prebióticas de los 

XOS/AXOS (Valladares-Diestra y col., 2023). Este extracto constituye una vía eficiente y económica para 

obtener un cóctel enriquecido en PxXyn10A, la enzima más abundante en el sobrenadante, donde 

representa hasta un 22,95% de las proteínas totales detectadas. Esta enzima ha sido previamente 

caracterizada en nuestro grupo demostrándose su elevada eficiencia sobre AX, lo cual puede estar 

relacionado con su tolerancia a las sustituciones cercanas al sitio de corte en la cadena del xilano (Ghio 

y col., 2018; Briganti y col., 2021; de Mello Capetti y col, 2023a) 

Además de las xilanasas PxXyn10A y PxXyn11B, en el sobrenadante de cultivo de P. xylanivorans se 

identificaron en baja proporción dos enzimas de la familia GH30 que podrían participar en la 

degradación del xilano: una β-xilosidasa intracelular GH30_2 (PxXyl30_2) y una glucurono-xilanasa 

específica extracelular GH30_8 (PxXyn30_8). Las enzimas de la familia GH30 se destacan por sus 

patrones de hidrólisis específicos, dado que requieren de manera estricta sustituciones de (Me)GlcA, 

por lo cual generan productos ácidos (UXOS), lo que las convierte en candidatas prometedoras para 

cócteles enzimáticos para la valorización de biomasas ricas en GX (Puchart y col., 2021; Mendonça y 

col., 2023).  
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Con el fin de caracterizar en mayor profundidad el sistema xilanolítico de P. xylanivorans para luego 

diseñar formulados enzimáticos que permitan la valorización del xilano presente en distintas fuentes 

de biomasas lignocelulósicas, se estudió la actividad de ambas GH30 identificadas en los secretomas, 

mediante expresión heteróloga y caracterización bioquímica.  

La enzima PxXyl30_2 mostró buena actividad β-xilosidasa sobre el sustrato modelo pNP-X, aunque sin 

evidencia de acción sobre los sustratos naturales predichos (X2 y XOS), ni sobre ningún otro sustrato 

ensayado, tanto sola o en combinación con endo-xilanasas. Hasta el momento, sólo se han 

caracterizado y depositado en la base de datos CAZy dos enzimas pertenecientes a esta subfamilia 

GH30_2 (https://www.cazy.org/GH30_2.html). Ambas presentan actividad sobre el sustrato artificial 

pNP-X, aunque, también carecen actividad sobre X2 y XOS. De estas, la enzima XylBK-110 de 

Bifidobacterium breve (B1P195, Hyun y col., 2012) ha mostrado actividad adicional sobre un compuesto 

flavonoide (Kakkalide) y una saponina (Ginsenosido Ra₁), mientras que RuXyn2 proveniente de una 

bacteria no cultivable de rumen (E3TBJ4, Zhou y col., 2012) presentó actividad sólo sobre el disacárido 

1,5-α-L-arabinobiosa (A2).  

En base a los resultados obtenidos y los antecedentes disponibles se sugiere que PxXyl30_2 podría 

actuar sobre algún compuesto pequeño, probablemente internalizado por la bacteria como producto 

de la hidrólisis de la biomasa vegetal aún no identificado. Giummarella y col. (2019) sugieren que las 

enzimas GH30_2 podría actuar sobre compuestos pequeños, como un xilósido constituido por una 

xilosa unida a un compuesto aromático derivado de la lignina, dado a la relación estrecha entre el xilano 

y la lignina en la pared celular vegetal. De momento, si bien PxXyl30_2 fue detectada en todos los 

extractos enzimáticos analizados a lo largo del trabajo, su rol biológico permanece incierto.  

Por otra parte, PxXyn30_8 presentó actividad glucurono-xilanasa específica de alrededor de 30 UI/mg, 

lo cual coincide con lo reportado en GH30_8 de otras especies de Paenibacillus y Bacillus (Valenzuela 

y col., 2012; Guo y col., 2018), aunque también existen otras con niveles muy altos de actividad como 

Xyn30A de Paenibacillus favisporus (244 UI/mg) (Padilha y col., 2014). PxXyn30_8 mostró mayor 

actividad a pH 6,0 y una temperatura de 60 °C, lo cual es interesante para esta enzima, dado que según 

la base de datos BRENDA (https://www.brenda enzymes.org/index.php) (Schomburg y col., 2017), las 

enzimas GH30_8 procariotas suelen presentar un amplio rango de condiciones de reacción, pero la 

mayoría de ellas funcionan en condiciones moderadas, como pH 6-7 y 40-50 °C. La mayoría de las 

GH30_ 8 son degradadoras específicas del GX, es decir, requieren de la sustitución con MeGlcA para 

actuar, por los cual se caracterizan por producir XOS ácidos sustituidos (UXOS). En este trabajo de tesis, 

confirmamos que PxXyn30_8 produce UXOS mono-sutituidos con MeGlcA de un GP entre X2-X8. Estos 

resultados coindicen con los reportados para Xyn30A de P. favisporus (Padilha y col., 2014) y Xyn30D 

https://www.cazy.org/GH30_2.html
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de Paenibacillus barcinonensis (Valenzuela y col., 2012). Entre el perfil de UXOS producidos por 

PxXyn30_8 a partir de XIN identificamos un producto minoritario sustituido con MeGlcA en el extremo 

no-reductor, MeGlcA1X2. La identidad del producto y la posición de la decoración fueron confirmadas 

por resonancia magnética nuclear (NMR) y experimentalmente empleando una α-glucuronidasa GH67 

(CsAgu67, Ontañon y col., en revisión). Numerosos análisis estructurales han demostrado que las 

enzimas GH30_8 acomodan un residuo de xilosa sustituido con MeGlcA en el subsitio -2 de la 

hendidura catalítica determinando así su especificidad de sustrato (St John y col., 2011; Urbániková y 

col., 2011; o Mendonça y col., 2023). Vacilotto y col. (2024) dilucidaron de manera bioinformática que 

otras posiciones del sitio activo podían aceptar decoraciones de (Me)GlcA, además del requerimiento 

en la posición -2, en RcXyn30A de Ruminococcus champanellensis. La inserción manual de la decoración 

los llevó a concluir que los subsitios +2 y - 3 pueden admitir también decoraciones de (Me)GlcA, 

mientras que la presencia de dicha decoración en el subsitio +1 resultaría en un impedimento estérico 

con el apéndice del subsitio - 2. Sin embargo, nuestros resultados sugerirían que PxXyn30_8 tendría la 

capacidad de aceptar decoraciones de MeGlcA en la posición +1, lo cual es novedoso para la familia.  

El perfil de productos generados por PxXyn30_8 a partir de XIN y BABe difiere estructuralmente de los 

perfiles de PxXyn10A y PxXyn11B. La enzima PxXyn30_8 produce exclusivamente UXOS y de mayor 

longitud (GP 2 y 8), PxXyn11B produce una mezclade XOS neutros y UXOS -(U)XOS- de GP entre 2 y 6, 

y PxXyn10A X1 y (U)XOS de GP entre 2 y 5. La combinación de PxXyn30_8 con PxXyn10A o PxXyn11B 

para hidrolizar XIN y BABe resultó en un cambio en el perfil de (U)XOS y una sinergia en la liberación 

de X1. PxXyn30_8 desempeñaría, entonces, un papel importante al complementar la acción de 

PxXyn10A y PxXyn11B en la degradación de GX presentes en la biomasa lignocelulósica y a su vez puede 

generar productos ácidos, específicos. 

Los distintos compuestos que pueden obtenerse a partir de los GX pueden presentar propiedades 

bioactivas de relevancia en industrias alimentaria y fármaco-cosmética. Se ha observado que los UXOS 

constituyen una alternativa natural a antioxidantes sintéticos, y que las sustituciones de MeGlcA, junto 

con un mayor grado de polimerización (GP), serían factores determinantes en dicho potencial 

antioxidante (Jagtap y col., 2017; Valls y col., 2018; Bouiche y col., 2020). En consecuencia, las 

diferentes enzimas activas exclusivamente sobre la cadena principal de GX, que preservan las 

decoraciones XOS durante la sacarificación, pueden resultar particularmente deseables (Morgan y col., 

2017). Bajo este marco conceptual, y considerando la variabilidad observada en los productos de 

hidrólisis, se valuó la actividad antioxidante de los UXOS generados por la PxXyn30_8 (XOS-30), así 

como la de los (U)XOS producidos por PxXyn10A (XOS-10), PxXyn11B (XOS-11) y por la combinación de 

estas enzimas.  
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Entre los resultados más relevantes, podemos destacar que 100 µg/mL de XOS_30 alcanzan una 

actividad antioxidante del 43%, equivalente a 5,6 µM de ácido gálico (GA). En contraste, la misma 

concentración de XOS_10 y XOS_11 exhiben una actividad sustancialmente menor (10%, equivalente a 

1,2 µM de GA). Si bien la capacidad antioxidante de los XOS generados por la acción de endo-xilanasas 

ha sido previamente documentada, son escasos los estudios que comparan el efecto antioxidante de 

los XOS producidos por xilanasas pertenecientes a distintas familias. Además, en la mayoría de estos 

trabajos se emplean biomasas lignocelulósicas enriquecidas AX, como la mazorca de maíz (Ismail y col., 

2022) y el bagazo de caña de azúcar (Puja y col., 2025). Valls y col. (2018) reportan que los UXOS 

obtenidos por Xyn30D presentan cuatro veces más actividad que los generados por Xyn10A, ambas de 

Paenibacillus barcinonensis, a partir de XIN, alcanzando hasta el 50% de actividad antioxidante con 70 

µg/mL de UXOS-Xyn30D. No obstante, aunque también emplean la metodología con el radical ABTS+, 

como la utilizada en este trabajo, refieren la actividad a concentraciones de Trolox y no a GA, lo que 

dificulta comparaciones directas. 

La correlación positiva entre la actividad antioxidante y el GP de los XOS ha sido reportada previamente 

(Bouiche y col., 2020; Batsalova y col., 2022). Asimismo, se ha descrito que la ramificación con MeGlcA 

presente en los UXOS es clave para conferir actividad antioxidante, dado que ni la xilosa, ni XOS neutros 

(X2-X6), ni el ácido glucurónico presentan esta propiedad (Valls y col., 2018; Bouiche y col., 2020). 

Nuestros resultados confirman que tanto la estructura de los XOS, como el GP y el tipo de sustitución, 

influyen significativamente en la capacidad antioxidante de los UXOS-30, reforzando el valor de las 

endo-xilanasas GH30_8 en el diseño de formulaciones enzimáticas orientadas a la obtención de 

compuestos bioactivos. Adicionalmente, mostramos que la actividad antioxidante de los derivados de 

BLC resultarían de la combinación entre los UXOS y compuestos fenólicos presentes en la misma, un 

control que no suele considerarse en otros estudios publicados.  

Como ya se ha mencionado, las enzimas activas sobre los polisacáridos de la BLC tienen múltiples 

aplicaciones. En el contexto de la nutrición animal, enzimas exógenas se han utilizado ampliamente en 

las dietas para mejorar la digestión de nutrientes y promover el crecimiento animal. Generalmente, en 

Argentina se emplean dietas a base de maíz y harina de soja (SBM) que contienen niveles elevados de 

polisacáridos no amiláceos (PNAs) y factores antinutricionales, dificultando la digestión regular 

disminuyendo la eficiencia alimentaria y provocando trastornos intestinales que conllevan a una menor 

producción (Sureshkumar y col., 2023; Fu y col., 2024). En la actualidad, diversas enzimas están siendo 

incorporadas a las dietas de cerdos y pollos de engorde, incluyendo aquellas con actividad celulasa, β-

mananasa, β-glucanasas, xilanasas, proteasas y galactosidasas, entre otras (Kim y col., 2017; Liang y 

col., 2022; Sureshkumar y col., 2023). Hasta el momento, se han desarrollado numerosos cócteles 
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enzimáticos fúngicos que contienen enzimas con fines biotecnológicos aplicados en la industria de la 

alimentación animal (Plouhinec y col., 2023, 2025). Un ejemplo de ello es Rovabio™ Advance, 

producido a partir de Talaromyces versatilis y comercializado por la empresa Adisseo® para la industria 

de la alimentación animal (Bampidis y col., 2022). 

En este trabajo describimos que E-PxST presenta actividad xilanasa y evaluamos y conformamos que 

además tiene actividad β-glucanasa, la cual lo hace atractivo como un novedoso cóctel bacteriano 

nacional para ser aplicado como aditivo o suplemento dietario para animales monogástricos. En los 

ensayos sobre piensos de soja-maíz comerciales, el extracto enzimático E-PxST aumentó en un 20% la 

solubilidad del alimento animal luego de 24 hs de hidrólisis. El análisis de la composición del alimento 

reveló un bajo contenido de xilanos y una alta proporción de glucanos, por lo cual este aumento de 

solubilidad podría deberse a la actividad glucansa del extracto. Las enzimas de las familias GH5, GH9, 

GH13, GH16 y GH48 presentes en E-PxST podrían estar relacionadas a dicha actividad. En trabajos 

similares, utilizando el sobrenadante del hongo Aspergillus terreus (ricos en enzimas activas en 

ramnogalacturonano-I presente en la soja) se reportaron niveles equivalentes de solubilidad (19%) 

luego de 48 hs de hidrolisis del alimento (Plouhinec y col., 2024). No obstante, el empleo de un cóctel 

enzimático bacteriano como E-PxST aumentaría la productividad del proceso.  

La aplicación de las enzimas en el alimento puede darse como una aspersión sobre los pellets o como 

incorporación en la formulación peletizada. Factores como la presión, temperaturas elevadas, el 

tiempo del procesamiento y el nivel de humedad podrían causar la inactivación de las enzimas 

sometidas a los procesos de acondicionamiento del alimento (Liang y col., 2022). Sin embargo, el 

extracto E-PxST puede mantener más del 80% de su actividad enzimática a temperaturas de 70 °C y 80 

°C durante 30 seg. El aumento en la solubilidad y la disminución de la viscosidad del alimento generados 

por E-PxST después de simular las condiciones de temperatura y tiempo de peletización, sugieren que 

el extracto se mantiene activo en las condiciones operativas del proceso, por lo cual podría 

incorporarse en la formulación sólida.  

Otra aplicación posible para el extracto enzimático E-PxST, dada su capacidad de degradar distintos 

tipos de xilanos produciendo un conjunto diverso de XOS, con baja proporción de monosacáridos, es 

el desarrollo de bioestimulantes vegetales a partir de fuentes de BLC.  

Los oligosacáridos derivados de la pared celular vegetal tienen la capacidad de promover la resistencia 

a enfermedades y el crecimiento de las plantas, debido a que actúan como estimuladores de la 

respuesta de densa en varias especies vegetales, conocida como DAMPs (damage associated molecular 

patterns) por sus siglas en inglés (Dewangan y col., 2023; Sun y col., 2025). En especial, los XOS lineales, 
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que comprenden un GP entre X2 y X5, pueden ser reconocidos por el sistema inmunitario de las plantas 

con distinta especificidad activando mecanismos de defensa y modificando la estructura de la pared 

celular vegetal (Dewangan y col., 2023; Pring y col., 2023; Fernández-Calvo y col., 2024). Esta actividad 

como DAMPs ha sido probada para distintos XOS purificados, en distintas especies vegetales modelo y 

de interés agrícola (Dewangan y col., 2023; Sun y col., 2025). Por lo tanto, los XOS pueden tener 

potencial como bioestimulantes (Pring y col.,2023). 

En esta tesis se realizó evaluó el efecto de los hidrolizados generados por E-PxST desde BABe y RACe 

como elicitores de la respuesta de defensa de plantas de tabaco. El ensayo se realizó mediante 

aspersión foliar de los XOS, en un modelo de infección viral buscando que, en aquellas plantas en las 

que se aplican moléculas elicitoras de respuesta de defensa, se observe una disminución local de las 

lesiones generadas por el virus. 

Los XOS obtenidos a partir de la hidrólisis enzimática de BABe por E-PxST (XOS-BABe), enriquecidos en 

X2 de acuerdo con el perfil de productos determinado por TLC, disminuyeron el número de lesiones en 

hojas de plantas de tabaco frente a la infección con el virus del mosaico de tabaco (TMV). En este 

sentido, se ha reportado que X2 es capaz de desencadenar la respuesta inmune en plantas de 

Arabidopsis thaliana (Arabidopsis), alterando tanto la composición de la pared celular vegetal como los 

niveles de hormonas de la planta (Dewangan y col., 2023). Asimismo, también se ha demostrado que 

Arabidopsis puede activar mecanismos de defensa frente a UXOS, entre ellos la 2,3-(4-O-metil-α-D-

glucuronil)-xilotetraosa (XUXX) (Fernández-Calvo y col., 2024). Sin embargo, niveles similares de 

estimulación del sistema inmune vegetal se observaron con el extracto E-PxST. Los extractos 

microbianos libres de células se reconocen como herramientas promisorias en distintos ámbitos de la 

agricultura, incluyendo la estimulación del crecimiento y la defensa de las plantas. Estos extractos 

pueden contener una amplia diversidad de metabolitos bioactivos, tales como azúcares, ácidos 

orgánicos, aminoácidos, péptidos, volátiles, entre otros (Ansari y col., 2023). En este marco, se ha 

reportado que metabolitos secundarios y enzimas proteolíticas secretados por Bacillus firmus 

presentan actividad frente a diversos nematodos fitoparásitos (Peleg y col., 2002; Sharma y col., 2015; 

Susič y col., 2020). De manera similar, los exopolisacáridos de Lactobacillus planetarium estimulan la 

expresión de genes de defensa de plantas de tomate (Blainski y col., 2018).  

Resultados concordantes han sido descritos para extractos fúngicos, como por ejemplo el producido 

por Trichoderma harzianum, el cual mostró eficacia en el biocontrol de Fusarium y promovió el 

crecimiento de plantas de tomate. El análisis proteómico de dicho extracto reveló la presencia de 

enzimas tales como glutaminasa, metaloproteinasa, quitinasa y péptido hidrolasa (da Silva Pereira y 

col., 2025). En este contexto, el extracto E-PxST presenta metaloproteinasas entre las proteasas 
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identificadas, así como algunas quitinasas. Si bien el extracto empleado fue inactivado por calor, la 

presencia residual de estas enzimas y/o de otros metabolitos podrían estar asociada a la actividad 

bioestimulante observada en plantas de tabaco frente a la infección viral.   

Los XOS obtenidos enzimáticamente a partir de RACe por E-PxST (XOS-RACe) presentaron una menor 

capacidad elicitora, e incluso la auto-hidrólisis del sustrato (Control RACe) resultó ser levemente más 

efectiva. No obstante, diversos estudios han demostrado que los AXOS y en particular la 3,3-α-L-

arabinofuranosyl-xylotetraose (XA3XX), poseen una capacidad elicitora, siendo capaces de 

desencadenar respuestas inmunes fuertes en Arabidopsis y de mejorar la resistencia de distintos 

cultivos frente a enfermedades (Mélida y col., 2020; Fernández-Calvo y col., 2024).   

En este contexto, los resultados obtenidos podrían estar asociados a la dosis de XOS-RACe empleada. 

Si bien todos los tratamientos se aplicaron en una solución al 10% (v/v), la concentración de XOS 

presentes en el hidrolizado XOS-RACe, determinada como azúcares reductores totales, fue 

aproximadamente dos veces inferior a la del hidrolizado XOS-BABe.  

Es importante destacar que en la actualidad los UXOS se encuentran discontinuados en el mercado, 

dificultando su disponibilidad para potenciales aplicaciones. En este sentido, nuestros resultados 

podrían ser una solución para producirlos enzimáticamente. Además, podrían emplearse las endo-

xilanasas recombinantes disponibles en el grupo de trabajo, como PxXyn30_8 y PxXyn10A, para 

obtener productos definidos que sirvan como estándar para la caracterización de BLC o de otras 

enzimas.  

Las evidencias de la mejora de la resistencia a las enfermedades en plantas tratadas con mezclas de 

XOS o extractos microbianos los convierte a ambos en una clase prometedora de compuestos para 

continuar su estudio tendiente a una posible aplicación práctica agrícola, con el fin de disminuir el uso 

de agroquímicos y, a su vez, darle un valor agregado a la biomasa lignocelulósica empleada para su 

producción. 

Conclusiones 

El presente trabajo de tesis doctoral contribuye al conocimiento y aprovechamiento biotecnológico de 

bacterias nativas como fuente de enzimas lignocelulolíticas de alta eficiencia. El estudio integral de 

Cellulomonas sp. B6 y Paenibacillus xylanivorans A59 permitió profundizar en la comprensión de los 

sistemas (hemi)celulolíticos bacterianos y en el desarrollo de formulaciones enzimáticas capaces de 

valorizar biomasas lignocelulósicas bajo un enfoque de bioeconomía circular. 
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A lo largo de esta tesis se desarrolló un cóctel enzimático a partir de P. xylanivorans, utilizando fuentes 

de carbono de bajo costo para su producción (E-PxST), que demostró ser una formulación efectiva para 

la hidrólisis de la hemicelulosa presente en diferentes tipos de biomasa lignocelulósica, en particular 

para la degradación de distintos tipos de xilanos y de β-glucanos presentes en el alimento animal 

regional. Asimismo, se evaluó la acción cooperativa entre la glucurono-xilanasa, PxXyn30_8 y las dos 

endo-xilanasas principales de la bacteria, PxXyn10A y PxXyn11B. En conjunto, estos resultados fueron 

relevantes para el diseño de cócteles enzimáticos sustentables y optimizados para distintos 

bioprocesos.  

Los conocimientos generados en esta tesis consolidan las bases para el diseño de bioprocesos más 

eficientes, sustentables y ajustados a las particularidades de cada biomasa. Los resultados no solo 

evidencian el valor tecnológico de los recursos microbianos locales, sino que también proyectan un 

camino promisorio para el desarrollo de soluciones biológicas que fortalezcan una bio-agroindustria 

circular, resiliente y comprometida con la sostenibilidad ambiental y el desarrollo tecnológico 

responsable.  
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Anexo 1: Secuencias nucleotídicas y aminoacídicas de PxXyn30_8 y PxXyl30_2 

• Secuencia codificante para la enzima glucuronoxilanasa GH30_8, PxXyn30_8 

> PxXyn30_8 

AAAGGATCCGCGAATGATGTAACGATTAACCTGTCGGCAGAAAAACAGATTATACGGGGATTTGGAGGGATCAA

TCATCCTGCCTGGATCGGAGATCTTACAGCGGCGCAACGGGAAACCGCTTTCGGTAACGGTCAGAATCAACTTG

GCTTCTCTATACTGAGAATTTATGTCGACCCTGATCGGAATAACTGGTATCGTGAAGTCCCCACAGCCAAACGTGC

GATTGAACAGGGAGCTCTCGTATTTGCTTCACCATGGAATCCGCCCAGTGACATGATTGAAACCTTTAATCGCAAC

GGGGATACAAATGCCAAACGACTCAAATACGATAAATATGTCGCATATGCGCAACACCTGAATGATTTTGTAACCT

ATATGAAAAATAATGGTGTGAATTTGTATGCGGTTTCCGTGCAAAACGAGCCGGATTATGCACATGATTGGACCTG

GTGGACGCCTCAGGAGATGCTCCGGTTTATGAAAGAAAATGCCGGATCAATCAACAACACCAAGGTGATGGCAC

CAGAGTCGTTCCAATATTTGAAAAACATGTCTGATCCCATATTGAATGACCCACAGGCTCTTGCCAATATGGATATT

CTCGGTGCGCATACTTATGGAACACAGTTCAGCGACTTCCCTTATCCGTTGTTCAAACAGAAAGGCACAGGGAAA

GAACTTTGGATGACTGAAGTTTATTATCCAAACAGCAACAATAATTCGGCTGACCTCTGGCCAGAAGCGCTCGAC

GTCTCCTATCATATGCACCATGCTATGGTAGAAGCAGATTTTCAGGCTTATGTCTGGTGGTATATCCGCAGGCAGTA

CGGTCCCATGAAAGAGGACGGCACGATTAGCAAGCGTGGTTACAATATGGCTCATTTCTCCAAATTCATTCGTCC

AGGTTATGTCAGGGTTGACGCAACCAAAAATCCTGATACGAACACGTATACCTCAGCTTACAAAGGAGATAACAA

GGTCGTTATCGTTGCGATCAACAGAGGTACCTCGGCAGCAAGTCAAAGGTTTGTTTTGCAAAACGGCAATGCTT

CTACAGTTTCCTCTTGGGTCACGGACGTCAGCAGAAACCTGCAGGCAGGAACGCCAATTAGTGCATCCAGTGGT

ACTTTTACAGCCACGCTGCCACCACAGAGTGTTACAACCTTCGTTGCCAGTCTTACAGGTGTTTCCAGTGGTTCC

AACACGGATAGTACCTATGAGGTCGAGACGGTTACTAACCAGATAGCAGGCAATTGATAACTCGAGTTT 

Secuencia nucleotídica correspondiente al gen pxxyn30_8 amplificado a partir de ADN genómico de P. 

xylanivorans. Los sitios complementarios a los oligonucleótidos iniciadores para PCR (PxGH30_8 Fw y 

PxGH30_8 Rv, en orden de aparición) se encuentran subrayados. El codón de terminación de la 

transcripción del gen (TAA) se muestra remarcado en rosa. Se encuentran resaltados los sitios de corte 

de las enzimas de restricción BamHI (rojo) y XhoI (azul). 

• Secuencia aminoacídica PxXyn30_8 

Proteína nativa: 

MGSSHHHHHHSSGLVPRGSHMASMTGGQQMGRKGSANDVTINLSAEKQIIRGFGGINHPAWIGDLTAAQRET

AFGNGQNQLGFSILRIYVDPDRNNWYREVPTAKRAIEQGALVFASPWNPPSDMIETFNRNGDTNAKRLKYDKYV

AYAQHLNDFVTYMKNNGVNLYAVSVQNEPDYAHDWTWWTPQEMLRFMKENAGSINNTKVMAPESFQYLKN

MSDPILNDPQALANMDILGAHTYGTQFSDFPYPLFKQKGTGKELWMTEVYYPNSNNNSADLWPEALDVSYHMH

HAMVEADFQAYVWWYIRRQYGPMKEDGTISKRGYNMAHFSKFIRPGYVRVDATKNPDTNTYTSAYKGDNKVVI

VAINRGTSAASQRFVLQNGNASTVSSWVTDVSRNLQAGTPISASSGTFTATLPPQSVTTFVASLTGVSSGSNTDSTY

EVETVTNQIAGNLEF 

Proteína recombinante: 

MGSSHHHHHHSSGLVPRGSHMASMTGGQQMGRKGSANDVTINLTAEKQIIRGFGGINHPAWIGDLTAAQRET

AFGNGQNQLGFSILRIYVDPDRNNWYREVPTAKRAIEQGALVFASPWNPPSDMIETFNRNGDTNAKRLKYDKYV

AYAQHLNDFVTYMKNNGVNLYAVSVQNEPDYAHDWTWWTPQEMLRFMKENAGSINNTKVMAPESFQYLKN

MSDPILNDPQALANMDILGAHTYGTQFSDFPYPLFKQKGTGKELWMTEVYYPNSNNNSADLWPEALDVSYHMH

HAMVEADFQAYVWWYIRRQYGPMKGDGTISKRGYNMAHFSKFIRPGYVRVDATKNPDTNTYTSAYKGDNKVVI
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VAINRGTSAASQRFVLQNGNASTVSSWVTDVSRNLQAGTPISASSGTFTATLPPQSVTTFVASLTGVSSGSNTDSTY

EVETVTNQIAGN 

En verde se resalta la secuencia proveniente del vector de expresión pET28a (+) y en celeste el tracto 

de seis histidinas (6His). En negrita y rojo se destacan cambios aminoacídicos ocurridos en la proteína 

recombinante: Ser → Thr y Glu → Gly. 

• Secuencia codificante para la enzima β-xilanasa/α-L-arabinofuranosidasa GH30_2, PxXyl30_2 

>PxXyl30_2 

AAAGGATCCCTGACGTTACATGGCTATTCCACTACACCAGATCTTTCGTGGAAAGAGATTTCTTATACAATCGCAA

ATGAAAGCGCTAACTTAAAACTTACAGGTGAACAACATCAACTCGTAGAAGGATTTGGCGGCTGCTTCAATGAAC

TTGGTTATATCGCTCTTTCCCACTTAAATGAGGAGCAGCGACATGAAGTCTTTCATTCCCTCTTCCATCCGGAGGG

CGAACACAAATTCAACATCTGCCGCCTGCCAATCGGCGCGAGTGATTATGCAGAGCAATGGTATAGTCATAATGA

GGTAGACGGCGATGTGGCCATGGAACATTTTTCGATTGAACGCGACTTCAAATATCTGATTCCATACATCAAGGA

GGCCCTGACCTACAATCCGAATCTTCAATTCTTTGCCTCACCGTGGAGCCCGCCTACCTGGATGAAGTCACCGAA

AGCCTATAACTACGGAACACTGCGCTGGGAAAAAGATATCCTGGAAGCGTATGCGTTGTATTTCGTCAAATTCGTG

CAGGCTTACCGTGAGGCAGGTGTTACTATCCATCAGGTTCACGTGCAGAACGAAGTCATCGCGGATCAGAAATTT

CCTTCCTGTATGTGGACTGGCGAGCAGCTGCGCGAGTTTATCGCCGATTACCTGGGCCCTGCTTTTGACCAGCAT

GGTCTGGACACGGAAATCTGGCTGGGGACGATCAACGCACCCGATCCATGGGAAGAATTGATCAAGAAAAAATC

GAATGATTTCGATGAATACGCCGGACTGGTGCTTAGTGATCCGAAAGCGTACGCCTATATCAAGGGAGTAGGTTA

TCAGTGGGCAGGCAAAAATGCCATTCAACGGACAGCCGCAAGCTACCCGGAGCTTCGTTACATGCAGACGGAG

AATGAATGCGGCGATGGCAACAATTCGTGGAACTATGCCAAATATGTATTCAACCTGTACCAGCACTATTTCAGCA

ATGGGGTCAATGCGTACATTTACTGGAACATGGTTCTGGAGCCGAAAGGCCGCAGCACGTGGGGGTGGGAGCA

GAACTCGATGATTACGGTAGACCCGGATACGAATGAGGCCATTCGAAATCCCGAGTATTATGTGATGAAGCATTTT

GCCCATCATGTTGTTCCTGGTGCACGAAGAGTGGGTCTGTCTGGTGCCTGGAGCGGCAAATCGGTGGCTTTTCG

CAACCCTGACAACAGTCTCGTGATTGTCATCAACAATCCGTTCAAGGAACTTCGTGACCTGTATTTGGCATACGAG

GGGCAGACACTCAAGTTTGAATTGGAGGCTGACTCCTTCAACAGTATTGTTGTCTCGGAAGGCTAGTAACTCGA

GTTT 

Secuencia nucleotídica correspondiente al gen pxxyl30_2 amplificado a partir de ADN genómico de P. 

xylanivorans. Los sitios complementarios a los oligonucleótidos iniciadores para PCR (PxGH30_2 Fw y 

PxGH30_2 Rv, en orden de aparición) se encuentran subrayados. El codón de terminación de la 

transcripción del gen (TAA) se muestra remarcado en rosa. Se encuentran resaltados los sitios de corte 

de las enzimas de restricción BamHI (rojo) y XhoI (azul). 

• Secuencia aminoacídica PxXyl30_2 

Proteína nativa: 

MGSSHHHHHHSSGLVPRGSHMASMTGGQQMGRKGSLTLHGYSTTPDLSWKEISYTIANESANLKLTGEQHQLVE

GFGGCFNELGYIALSHLNEEQRHEVFHSLFHPEGEHKFNICRLPIGASDYAEQWYSHNEVDGDVAMEHFSIERDFKY

LIPYIKEALTYNPNLQFFASPWSPPTWMKSPKAYNYGTLRWEKDILEAYALYFVKFVQAYREAGVTIHQVHVQNEVIA

DQKFPSCMWTGEQLREFIADYLGPAFDQHGLDTEIWLGTINAPDPWEELIKKKSNDFDEYAGLVLSDPKAYAYIKGV

GYQWAGKNAIQRTAASYPELRYMQTENECGDGNNSWNYAKYVFNLYQHYFSNGVNAYIYWNMVLEPKGRSTWG

WEQNSMITVDPDTNEAIRNPEYYVMKHFAHHVVPGARRVGLSGAWSGKSVAFRNPDNSLVIVINNPFKELRDLYLA

YEGQTLKFELEADSFNSIVVSEGLEF 
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Proteína recombinante: 

MGSSHHHHHHSSGLVPRGSHMASMTGGQQMGRKGSLTLHGYSTTPDLSWKEISYTIANESANLKLTGEQHQLVE

GFGGCFNELGYIALSHLNEEQRHEVFHSLFHPEGEHKFNICRLPIGASDYAEQWYSHNEVDGDVAMEHFSIERDFKY

LIPYIKEALTYNPNLQFFASPWSPPTWMKSPKAYNYGTLRWEKDILEAYALYFVKFVQAYREAGVTIHQVHVQNEVIA

DQKFPSCMWTGEQLREFIADYLGPAFDQHGLDTEIWLGTINAPDPWEELIKKKSNDFDECAGLVLSDPKAYAYIKGV

GYQWAGKNAIQRTAASYPELRYMQTENECGDGNNSWNYAKYVFNLYQHYFSNGVNAYIYWNMVLEPKGRSTWG

WEQNSMITVDPDTNEAIRNPEYYVMKHFAHHVVPGARRVGLSGAWSGKSVAFRNPDNSLVIVINNPFKELRDLYLA

YEGQTLKFELEADSFNSIVVSEG 

En verde se resalta la secuencia proveniente del vector de expresión pET28a (+) y en celeste el tracto 

de seis histidinas (6His). En negrita y rojo se destacan cambios aminoacídicos ocurridos en la proteína 

recombinante: Tyr → Cys. 

Los parámetros moleculares de las proteínas recombinantes se calculados en Protparam Expasy, 

disponible en https://web.expasy.org/protparam/, y se detallan en la siguiente tabla: 

 

Proteína N° aminoácidos 
Peso molecular 

(kDa) 
Punto 

Isoeléctrico 
Coeficiente de 

extinción molar 

PxXyn30_8 454 50,7 6,74 93.280 

PxXyl30_2 481 55 5,61 121.950 
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Anexo 2: Cepas de Escherichia coli para el clonado y expresión utilizadas en esta tesis. 

E. coli DH5α 

Para los subclonados y amplificación de plásmidos se utilizó la cepa DH5α de E. coli. Genotipo: F– 

φ80lacZΔ M15 Δ (lacZYA-argF) U169 recA1 endA1 hsdR17 (rK– mK+) phoA supE44 λ- thi–1 gyrA96 relA1. 

E. coli BL21 (DE3) 

Cepa lisogénica para un profago que contiene una copia cromosómica del gen de la ARN polimerasa T7 

bajo el control del promotor lacUV5 inducible por IPTG. Estas cepas son adecuadas para la producción 

de proteínas a partir de genes diana clonados en vectores pET u otros vectores de expresión dirigidos 

por T7. 

E. coli Rosetta (DE3)  

Cepa derivada de BL21 (DE3) que expresa los RNA de transferencia para el uso de los codones AGG, 

AGA, AUA, CUA, CCC, GGA, considerados “raros” en E. coli, a fin de mejorar la expresión de proteínas 

recombinantes de origen eucariota. La cepa BL21 posee el profago recombinante λ DE3 que porta el 

gen que codifica para la enzima T7 ARN polimerasa bajo control del promotor lacUV5, inducible por 

IPTG. Además, es deficiente en la expresión de determinadas proteasas, como Lon y ompT. Genotipo: 

F–, ompT, hsdSB (rB–, mB–), dcm, gal, λ(DE3).  
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Anexo 3: Análisis bioinformático de los dominios CAZy predichos en el genoma de Cellulomonas sp. 

B6. Dominios CAZy y actividad enzimática inferidos en dbCAN3 (Zheng y col., 2023); localización 

subcelular determinada con CELLO v.2.5 (Yu y col., 2006). 

N° GenBank Dominio CAZy Actividad enzimática (EC N°) 
Localización 
Subcelular 

WP_062102770.1 GH1 β-fucosidasa (EC 3.2.1.38) Citoplasmática 

KSW29522.1 GH1 β-glucosidasa (EC 3.2.1.21) Citoplasmática 

WP_062101912.1 GH1 β-galactosidasa (EC 3.2.1.23) Citoplasmática 

WP_062104175.1 GH2 β-galactosidase (EC 3.2.1.23) Citoplasmática 

WP_062104209.1 GH2 β-glucosidasa (EC 3.2.1.21) Citoplasmática 

KSW19794.1 GH3 

β-glucosidasa (EC 3.2.1.21) 

Citoplasmática 

KSW21537.1 GH3 Citoplasmática 

WP_223304978.1 GH3 Citoplasmática 

WP_062102844.1 GH3 Extracelular 

KSW21825.1 GH3 Extracelular 

WP_062102213.1 GH3 Citoplasmática 

WP_223304822.1 GH3 Exo-β-1,4-xilosidasa (EC 3.2.1.37) Citoplasmática 

WP_062102238.1 GH5_8-CBM2 Endo-1,4-β-mannosidasa (EC 3.2.1.78) Extracelular 

WP_062104075.1 GH5_1-CBM2 
Celulasa endo-β-1,4-glucosidasa/exo-β-

1,4-glucosidasa (EC 3.2.1.4/3.2.1.74) 
Citoplasmática 

WP_062101151.1 GH6-CBM2 Celulosa endo-β-1,4-
glucobiosidasa/exo-β-1,4-

glucobiosidasa (EC 3.2.1.4/3.2.1.91) 

Extracelular 

 WP_062103894.1 GH6-CBM2 Extracelular 

WP_062103894.1 GH6 Extracelular 

WP_082659442.1 GH9-CBM2 

Endo-β-1,4-glucanasa (EC 3.2.1.4) 

Extracelular 

WP_082659958.1 GH9 Extracelular 

KSW29108.1 GH9-CBM4-CBM4 Extracelular 

KSW29539.1 GH9-CBM4-CBM4 Extracelular 

WP_062102228.1 GH10 

Endo-1,4-β-xilanasa (EC 3.2.1.8) 

Citoplasmática 

KSW20567.1 GH10-CBM2 Extracelular 

KSW21671.1 GH10-CBM13 Extracelular 

KSW23552.1  GH10-CBM9 Extracelular 

 KSW29966.1 GH10-CBM2 Extracelular 

KSW14744.1  GH10-CBM22-CBM2 Extracelular 

KSW18330.1  GH10 Extracelular 

KSW16349.1  GH10-CBM22-CBM22-CBM9 Extracelular 

KSW19115.1 GH11 Extracelular 

WP_062101334.1 GH13_13 
Neopululanasa (EC 3.2.1.135) / 

Maltodextrina glucosidasa (EC 3.2.1.20) 
Extracelular 

WP_062101545.1 GH13_30 α-glucosidasa (EC 3.2.1.20) Citoplasmática 

WP_070319088.1 GH13_11-CBM48 
Endo-α-1,6-glucosidasa/4-α-

glucanotransferasa (EC 
3.2.1.68/2.4.1.25) 

Citoplasmática 

WP_062103900.1 GH13_26 
Malto-oligosiltrehalosa sintasa (EC 

5.4.99.15) 
Citoplasmática 

WP_062103903.1 GH13_10 
Maltotrehalosa α-1,4-glucosidasa (EC 

3.2.1.141) 
Citoplasmática 
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WP_062102556.1 GH13_31 
Oligo exo-α-1,6-glucosidasa (EC 

3.2.1.10) 
Citoplasmática 

KSW18933.1 GH13_11-CBM48 
α-1,6-maltotetraosa-hidrolasa (EC 

3.2.1.196) 
Extracelular 

WP_062103498.1 GH13_3 Fosforilasa del almidón (EC 2.4.99.16) Citoplasmática 

WP_062104203.1 GH13_16 
trehalosa sintasa/maltosa 

glucosilmutasa (EC 5.4.99.16) 
Extracelular 

WP_062104210.1 GH13_9-CBM48 
Enzima ramificadora de 1,4-α-glucano 

(EC 2.4.1.18) 
Citoplasmática 

WP_062104089.1 GH13_32-CBM20 
Amilosa endo-α-1,4-glucosidasa/exo-α-
1,4-glucosidasa (EC 3.2.1.1/3.2.1.116) 

Extracelular 

WP_062101307.1 GH13_20 
Exo-α-1,4-panosidasa de pululano (EC 

3.2.1.135) 
Citoplasmática 

WP_062103278.1 GH13_16 
trehalosa sintasa/maltosa 

glucosilmutasa (EC 5.4.99.16) 
Citoplasmática 

WP_062103916.1 GH13_18 Sacarosa fosforilasa (EC 2.4.1.7) Citoplasmática 

WP_150118238.1 GH15 Glucoamilasa (EC 3.2.1.3) Citoplasmática 

WP_062103590.1 GH15 
Amilosa exo-α-1,4-glucosidasa (EC 

3.2.1.3) 
Citoplasmática 

WP_062101766.1 GH15 
Amilosa exo-α-1,4-glucosidasa (EC 

3.2.1.3) 
Extracelular 

KSW17651.1 GH16_3-CBM13 
Glucano endo-β-1,3-

glucosidasa/Quitinasa (EC 
3.2.1.39/3.2.1.14) 

Extracelular 

WP_062103527.1 GH18-CBM2 Quitinasa (EC 3.2.1.14) Extracelular 

WP_062103230.1 GH20 β-N-acetilhexosaminidasa (EC 3.2.1.52) Citoplasmática 

WP_062102427.1 GH23 
endo-β-1,4-N-acetilmuramidasa/β-1,4-
muraminidasa (EC 3.2.1.17/4.2.2.29) 

Extracelular 

WP_062102855.1 GH27 
α-galactosidasa (EC 3.2.1.22) 

Citoplasmática 

WP_062101103.1 GH27-CBM13 Extracelular 

WP_062102771.1 GH31_3 
α-xilosidasa (EC 3.2.1.177) 

Citoplasmática 

WP_062103424.1 GH31_4 Citoplasmática 

WP_062100945.1 GH32 
sacarosa β-2,1-fructosidasa (EC 

3.2.1.26) 
Citoplasmática 

WP_190278843.1 GH35 
β-galactosidasa (EC 3.2.1.23) 

Extracelular 

WP_062101258.1 GH35 Citoplasmática 

KSW13763.1 GH36 
α-galactosidasa (EC 3.2.1.22) 

Citoplasmática 

WP_062101129.1 GH36 Citoplasmática 

KSW30127.1 GH39 
Exo-β-1,4-xilosidasa (EC 3.2.1.37) 

Citoplasmática 

WP_062102480.1 GH39 Citoplasmática 

WP_062101508.1 GH42 

β-galactosidasa (EC 3.2.1.23) 

Citoplasmática 

WP_062102772.1 GH42 Citoplasmática 

WP_062101259.1 GH42 Citoplasmática 

WP_062102481.1 GH42 Citoplasmática 

WP_062102761.1 GH43_4 Endo-1,5-β-L-arabinosidasa (EC 
3.2.1.99) 

Citoplasmática 

WP_062102856.1 GH43_5 Extracelular 

KSW21678.1 GH43_36-CBM132 -CBM91 
α-L-arabinofuranosidasa (EC 3.2.1.55) 

Extracelular 

WP_223304992.1 GH43_36-CBM91 Extracelular 
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KSW29954.1 GH43_26 Extracelular 

KSW30137.1 GH43_29-CBM6-CBM13 
Exo-β-1,4-xilosidasa/α-L-
arabinofuranosidasa (EC 

3.2.1.37/3.2.1.55) 
Extracelular 

WP_062102012.1 GH43_12-CBM91 
Exo-β-1,4-xilosidasa (EC 3.2.1.37) 

Citoplasmática 

KSW21730.1 GH43_22 Citoplasmática 

WP_062103874.1 GH48-CBM2 
Celulosa 1,4-β-celobiosidasa (extremo 

no reductor) (EC 3.2.1.91) 
Extracelular 

 KSW29942.1 GH51_1 
α-L-arabinofuranosidasa (EC 3.2.1.55) 

Citoplasmática 

WP_062104090.1 GH51_1 Citoplasmática 

KSW29720.1 GH53 Endo-1,4-β-galactanasa (EC 3.2.1.89) Extracelular 

KSW17752.1  GH62-GH5_35 α-L-arabinofuranosidasa (EC 3.2.1.55) Extracelular 

WP_062101426.1 GH67 α-glucuronidasa (EC 3.2.1.139) Citoplasmática 

WP_062101518.1 GH74-GH74-GH74-CBM2 Xiloglucanasa (EC 3.2.1.155) Extracelular 

WP_062101133.1 GH77 4-α-glucanotransferasa (EC 2.4.1.25) Citoplasmática 

WP_062103770.1 GH92 α-manosidasa (EC 3.2.1.24) Citoplasmática 

WP_062104285.1 GH94 
Celobiosa fosforilasa/celodextrina 
fosforilasa (EC 2.4.1.20/2.4.1.49) 

Extracelular 

KSW28370.1 GH95 Exo-α-1,2-L-fucosidasa (EC 3.2.1.63) Citoplasmática 

KSW29266.1 GH114 
Endo-α-1,4-poligalactosaminidasa (EC 

3.2.1.109) 
Extracelular 

WP_062101102.1 GH120 Exo-β-1,4-xilosidasa (EC 3.2.1.37) Citoplasmática 

WP_062102918.1 GH127 β-L-arabinofuranosidasa (EC 3.2.1.185) Citoplasmática 

KSW19121.1 GH130_8 β-manósido fosforilasa (EC 2.4.1.-) Citoplasmática 

WP_082659466.1 GH146 
β-L-arabinofuranosidasa (EC 3.2.1.185) 

Extracelular 

KSW30132.1 GH146 Citoplasmática 

WP_062101719.1 GH179 
β-N-acetilhexosaminidasa (EC 3.2.1.52) 

Citoplasmática 

KSW29527.1 GH179 Citoplasmática 

WP_062101636.1 GH184 Endo-β-1,4-N-acetilmuramidasa del 
peptidoglicano (EC 3.2.1.17) 

Extracelular 

WP_062101023.1 GH184 Extracelular 

WP_062102448.1 GH188 α-(6-sulfo)-quinovosidasa (EC 
3.2.1.199) 

Citoplasmática 

WP_062102826.1 GH188 Citoplasmática 

WP_082660059.1 AA6 
1,4-benzoquinona reductasas (EC 

1.6.5.6) 
Extracelular 

WP_062101668.1 AA7 
α-1,4-oligogalacturónido oxidasa (EC 

1.1.3.-) 
Citoplasmática 

WP_062101277.1 AA10 
Monooxigenasa lítica de polisacáridos 

(EC 1.14.99) 

Extracelular 

WP_062103469.1 AA10-CBM2 Extracelular 

WP_287920046.1 AA10-CBM2 Extracelular 

WP_062102239.1 CE1 

Carbohidrato esterasa (EC 2.3.1.- / 
3.1.1.-) 

Extracelular 

KSW23802.1 CE1-CE1 Extracelular 

WP_062101346.1 CE1-CBM2 Extracelular 

WP_062103743.1 CE1 Extracelular 

KSW21507.1 CE1 Extracelular 

KSW14111.1 CE1 Membrana 

KSW19118.1 CE1 Extracelular 

WP_062101667.1 CE1 Citoplasmática 
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KSW15560.1 CE1 Extracelular 

KSW19128.1 CE1-CBM2 Extracelular 

KSW29963.1 CE2 Extracelular 

WP_062104278.1 CE3-CBM2 Extracelular 

WP_062101321.1 CE3-CBM13 Extracelular 

WP_223305208.1 CE4 Citoplasmática 

WP_062104012.1 CE7 Citoplasmática 

WP_062102971.1 CE9 Citoplasmática 

 WP_062102912.1 CE14 Citoplasmática 

WP_062101636.1 CE14 Citoplasmática 

WP_062104021.1 CE14 Citoplasmática 

WP_062101710.1 CE14 Citoplasmática 

WP_062103164.1 GT2 

Glicosil transferasa (EC 2.4.1.-) 

Membrana 

WP_062101937.1 GT2 Citoplasmática 

WP_062101939.1 GT2-GT2 Citoplasmática 

WP_062101953.1 GT2 Citoplasmática 

KSW29271.1 GT2 Membrana 

WP_062101957.1 GT2 Citoplasmática 

WP_062101962.1 GT2 Membrana 

KSW29282.1 GT2 Citoplasmática 

KSW29290.1 GT2 Citoplasmática 

WP_062103961.1 GT2 Citoplasmática 

WP_062101175.1 GT2 Membrana 

WP_082659594.1 GT2 Membrana 

WP_062102845.1 GT2 Citoplasmática 

WP_062102748.1 GT2 Membrana 

KSW23500.1 GT2 Membrana 

WP_062101772.1 GT2 Citoplasmática 

WP_062103332.1 GT2 Citoplasmática 

WP_062101869.1 GT4 Citoplasmática 

WP_062101944.1 GT4 Citoplasmática 

WP_062101956.1 GT4 Citoplasmática 

KSW15293.1 GT4 Membrana 

WP_062102746.1 GT4 Membrana 

KSW28895.1 GT4 Citoplasmática 

KSW28896.1 GT4 Citoplasmática 

WP_082659914.1 GT4 Citoplasmática 

WP_062103448.1 GT4 Citoplasmática 

WP_062103449.1 GT4 Citoplasmática 

WP_062103868.1 GT4 Citoplasmática 

KSW30066.1 GT4 Citoplasmática 

WP_062103095.1 GT5 Citoplasmática 

WP_062101752.1 GT20 Citoplasmática 

WP_062102098.1 GT28 Membrana 

WP_062104097.1 GT35 Citoplasmática 

KSW20493.1 GT39 Membrana 
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WP_223304756.1 GT51 Extracelular 

WP_062104040.1 GT51 Extracelular 

WP_062100992.1 GT81 Citoplasmática 

KSW23494.1 GT83 Membrana 

WP_062102732.1 GT94 Membrana 

WP_062102251.1 GT94 Citoplasmática 

WP_062102224.1 GT119 Membrana 

KSW29181.1 GT119 Membrana 

WP_062104274.1 PL3_4-CBM13 Polisacárido liasa (EC 4.2.2.2) Extracelular 

WP_062103217.1 CBM2 

n.c. 

Extracelular 

KSW30030.1 CBM2 Extracelular 

WP_062101525.1 CBM2 Extracelular 

WP_062104119.1 CBM2 Extracelular 

KSW29720.1 CBM61 Extracelular 
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Anexo 4: Enzimas extracelulares activas sobre carbohidratos (CAZimas) identificadas en los secretomas de Cellulomonas sp. B6. Sobrenadantes provenientes 

de distintas fuentes de carbono de cultivo: CMC (E-CsCMC), SCR (E-CsRAC), PTE (E-CsPTE) y ST (E-CsST).  EmPAI representa la abundancia relativa de todas las 

proteínas presentes en las dos réplicas, expresada como porcentaje (emPAI %). Solo se incluyeron las proteínas detectadas en al menos una muestra de 

sobrenadantes de matraces. n.d.: no detectado. Datos adaptados de Piccinni y col., 2019 y Onteañon y col., 2021. 

N° Acceso 
UniProt 

Actividad predicha1 Dominio CAZy2 
emPAI (%) Localización 

subcelular3 E-CsCMC E-CsRAC E-CsPTE E-CsST 

A0A0V8S3C7 

Endo-β-1,4-xilanasa (EC 3.2.1.8) 

GH10-CBM22 n.d. 0,09 n.d. 0,18 Extracelular 

A0A0V8TB53 GH10 0,92 0,59 0,59 6,71 Extracelular 

A0A0V8S7T2 GH10-CBM9-CBM22 n.d. 0,58 0,64 0,15 Extracelular 

A0A0V8SDQ3 GH10 n.d. 0,92 0,54 n.d. Extracelular 

A0A0V8SJU5 GH10-CBM2 n.d. 0,41 0,15 4,28 Extracelular 

A0A0V8SMW4 GH10-CBM13 0,26 0,10 n.d. 1,43 Extracelular 

A0A0V8ST89 GH10-CBM9-CBM22 8,06 1,68 1,40 1,16 Extracelular 

A0A0V8SFL7 GH11-CBM2 n.d. 0,57 0,36 1,27 Extracelular 

A0A0V8SMY7 
β-xilosidasa / α-L-arabinofuranosidasa (EC 3.2.1.37 

/ 3.2.1.55) 

CBM13-GH43 n.d. 0,06 n.d. 0,16 Extracelular 

A0A0V8TBM3 CBM13-GH43 n.d. n.d. n.d. 0,05 Extracelular 

A0A0V8SI61 GH3 n.d. n.d. n.d. 0,08 Intracelular 

A0A0V8T9P9 

Endo-β-1,4-glucanasa (EC 3.2.1.4) 

GH9 n.d. 0,05 n.d. 0,53 Extracelular 

A0A0V8T944 GH9-CBM2-CBM3 n.d. 0,05 n.d. n.d. Extracelular 

A0A0V8T913 GH9-CBM42 n.d. 1,66 1,40 0,04 Extracelular 

A0A0V8TA57 CBM4-GH9 n.d. 0,60 0,26 6,82 Extracelular 

A0A0V8TC27 GH6-CBM2 n.d. 1,05 0,12 1,00 Extracelular 

A0A0V8TC62 GH6-CBM2 n.d. n.d. n.d. 0,03 Extracelular 

A0A0V8S5R6 
Celobiohidrolasa (extremo no reductor)  

(EC 3.2.1.91) 
GH6-CBM2 10,96 0,21 0,32 4,73 Extracelular 

A0A0V8S6F9 
Celobiohidrolasa (extremo reductor)  

(EC 3.2.1.176) 
GH48-CBM2 2,41 0,20 0,34 0,55 Extracelular 

A0A0V8SBG4 β-1,3-glucanasa (EC 3.2.1.39) GH16-CBM13 n.d. n.d. n.d. 0,29 Extracelular 

A0A0V8TAG7 Xiloglucanasa (EC 3.2.1.151) GH744-CBM2 n.d. 0,13 0,05 0,11 Extracelular 

A0A0V8T8K6 β-glucosidasa (EC 3.2.1.21) GH3 n.d. n.d. n.d. 0,05 Intracelular 
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A0A0V8SNB8 GH3 n.d. 0,08 0,10 0,01 Intracelular 

A0A0V8SBR8 α-L-arabinofuranosidasa GH62-CBM13 n.d. 0,32 0,08 9,85 Extracelular 

A0A0V8TC25 α-galactosidase (EC 3.2.1.22) GH27-CBM13 n.d. n.d. n.d. 0,18 Extracelular 

A0A0V8TAX3 α-amilasa/Pululanasa (EC 3.2.1.1/3.2.1.41) GH13 n.d. 0,01 n.d. 0,03 Extracelular 

A0A0V8SE95 Quitinasa (EC 3.2.1.14) GH18-CBM2 n.d. 0,27 n.d. 0,56 Extracelular 

A0A0V8SFL6 
Monooxigenasa lítica de polisacáridos (EC 1.14.99) 

AA10-CBM2 n.d. 0,19 n.d. n.d. Extracelular 

A0A0V8TBD5 AA10-CBM2 n.d. n.d. n.d. 0,09 Extracelular 

A0A0V8SFN3 

Carbohidrato esterasa (EC 2.3.1.- / 3.1.1.-) 

CE1 n.d. n.d. n.d. 2,33 Extracelular 

A0A0V8SMC4 CE1 n.d. 0,39 0,48 0,39 Extracelular 

A0A0V8TCQ6 CE1-CBM2 n.d. n.d. n.d. 0,19 Extracelular 

A0A0V8SMF4 CE1 n.d. 0,15 0,15 0,11 Extracelular 

A0A0V8S5I5 CE12 n.d. 0,03 0,02 0,03 Extracelular 

A0A0V8S487 CE7 n.d. n.d. n.d. 0,05 Extracelular 

A0A0V8TBE3 CE2-CBM2 n.d. n.d. n.d. 0,03 Extracelular 

A0A0V8S193 
Glicosil transferasa (EC 2.4.1.-) 

GT35 n.d. 0,02 0,01 0,02 Intracelular 

A0A0V8T9I9 GT51 n.d. n.d. 0,02 0,01 Extracelular 

A0A0V8S0N0 Polisacárido liasa (EC 4.2.2.2) CBM13-PL3 n.d. 0,04 n.d. 0,32 Extracelular 

A0A0V8S1H4 

Módulo de unión a carbohidratos  

CBM2 n.d. n.d. n.d. 0,14 Extracelular 

A0A0V8TAX2 CBM2 n.d. 0,05 0,04 n.d. Extracelular 

A0A0V8TB59 CBM32 n.d. n.d. 0,05 0,04 Intracelular 

A0A0V8TCD5 CBM32 n.d. 0,04 0,03 0,29 Extracelular 

A0A0V8ST30 CBM442-CBM66 n.d. 0,30 0,22 0,01 Extracelular 

 

1 Actividad predicha por CAZy and BLASTp (análisis de homología) en NCBI; 2 Dominio CAZy predicho por dbCAN3 (Zhang y coll., 2023); 3 Localización 
subcelular predicha por CELLO v.2.5 (Yu y col., 2006). 
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Anexo 5: Análisis bioinformático de los dominios CAZy predichos en el genoma de Paenibacillus 

xylanivorans A59. Dominios CAZy y actividad enzimática inferidos en dbCAN3 (Zheng y col., 2023); 

localización subcelular determinada con CELLO v.2.5 (Yu y col., 2006). 

N° GenBank Dominio Cazy Actividad enzimática (EC N°) 
Localización 
Subcelular 

WP_053779240.1 GH1 
β-glucosidasa/β-galactosidasa (EC 

3.2.1.21/3.2.1.23) 

Citoplasmática 

WP_053780132.1 GH1 Citoplasmática 

WP_053782742.1 GH1 Citoplasmática 

WP_053780810.1 GH1 

β-(6 fosfo)-glucosidasa/β-
glucosidasa (EC 3.2.1.86/3.2.1.21) 

Citoplasmática 

WP_053780827.1 GH1 Citoplasmática 

WP_053781441.1 GH1 Citoplasmática 

WP_053781442.1 GH1 Citoplasmática 

WP_053781592.1 GH1 Citoplasmática 

WP_053782137.1 GH1 Citoplasmática 

WP_053782384.1 GH1 Citoplasmática 

WP_053784098.1 GH2_1 

β-galactosidasa (EC 3.2.1.23) 

Citoplasmática 

WP_053782906.1 GH2_10 Citoplasmática 

WP_053783756.1 GH2_10 Citoplasmática 

WP_053779343.1 GH2_13 
β-manosidasa (EC 3.2.1.25) 

Citoplasmática 

WP_053779956.1 GH2_13 Citoplasmática 

WP_053782272.1 GH2_19 

β-galactosidasa (EC 3.2.1.23) 

Citoplasmática 

WP_053782273.1 GH2_19 Citoplasmática 

WP_053782417.1 GH2_19 Citoplasmática 

WP_053781895.1 GH2_20 Citoplasmática 

WP_053779370.1 GH3 

β-N-acetilhexosaminidasa (EC 
3.2.1.52) 

Extracelular 

WP_053780053.1 GH3 Citoplasmática 

WP_053784388.1 GH3 Citoplasmática 

WP_053781619.1 GH3 Citoplasmática 

WP_053782189.1 GH3 Extracelular 

WP_053782986.1 GH3 

β-glucosidasa (EC 3.2.1.21) 

Citoplasmática 

WP_053782991.1 GH3 Citoplasmática 

WP_053783318.1 GH3 Citoplasmática 

WP_053780488.1 GH3 Citoplasmática 

WP_053783722.1 GH3 Exo-β-1,4-glucosidasa de 
celulosa/xiloglucano exo-β-1,4-

glucosidasa (EC 3.2.1.74/3.2.1.120) 

Citoplasmática 

WP_053782759.1 GH3-CBM6 Citoplasmática 

WP_053779697.1 GH4 β-(6 fosfo)-glucosidasa (EC 3.2.1.86) Citoplasmática 

WP_053781859.1 GH4 

α-galactosidasa (EC 3.2.1.22) 

Citoplasmática 

WP_053783005.1 GH4 Citoplasmática 

WP_053784023.1 GH4 Citoplasmática 

WP_053783226.1 GH5 β-galactosidasa (EC 3.2.1.23) Citoplasmática 

WP_053782136.1 GH5_4 
Celulosa endo-β-1,4-glucosidasa (EC 

3.2.1.4) 
Extracelular 

WP_053782127.1 GH5_8 
Manano endo-β-1,4-manosidasa 

(EC 3.2.1.78) 
Extracelular 
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WP_053782765.1 GH5_54-CBM922 
No se conoce actividad en esta 

subfamilia. 
Extracelular 

WP_053784024.1 GH6-CBM3 
Exo-β-1,4-glucobiosidasa de 

celulosa (EC 3.2.1.91) 
Extracelular 

WP_053779698.1 GH8 Celulosa endo-β-1,4-glucosidasa (EC 
3.2.1.4) 

Extracelular 

WP_053783505.1 GH9-CBM32 Extracelular 

WP_053779305.1 
GH10-CBM223-

CBM9 

Endo-1,4-β-xilanasa (EC 3.2.1.8) 

Extracelular 

WP_053782506.1 GH10 Extracelular 

WP_053780820.1 GH10 Citoplasmática 

WP_053781844.1 GH11 Extracelular 

WP_053779894.1 GH12 
Endo-β-1,4-glucosidasa/xiloglucano 

endo-β-1,4-glucosidasa (EC 
3.2.1.4/3.2.1.151) 

Extracelular 

WP_053782709.1 GH13_5 
Amilosa endo-α-1,4-glucosidasa (EC 

3.2.1.1) 
Citoplasmática 

WP_053780921.1 GH13_9 
Enzima ramificadora de 1,4-α-

glucano (EC 2.4.1.18) 
Citoplasmática 

WP_053779168.1 GH13_14 Endo-α-1,4-glucosidasa/endo-α-1,6-
glucosidasa (EC 3.2.1.1/3.2.1.41 y 

3.2.1.68) 

Citoplasmática 

WP_053779169.1 GH13_14 Citoplasmática 

WP_053779794.1 
GH13_20-

CBM34 Ciclomaltodextrina 
glucanotransferasa/amilosa endo-α-

1,4-glucosidasa/exo-α-1,4-
glucosidasa (EC 

2.4.1.19/3.2.1.1/3.2.1.133) 

Citoplasmática 

WP_053780924.1 
GH13_20-

CBM34 
Citoplasmática 

WP_053784100.1 
GH13_20-

CBM34 
Citoplasmática 

WP_053784175.1 GH13_2-CBM20 Extracelular 

WP_053779878.1 GH13_29 
Fosfotrehalosa α-1,1-(6 fosfo)-

glucosidasa (EC 3.2.1.93) 
Citoplasmática 

WP_053779880.1 GH13_31 

α-glucosidasa/oligo exo-α-1,6-
glucosidasa (EC 3.2.1.20/3.2.1.10) 

Citoplasmática 

WP_053780120.1 GH13_31 Citoplasmática 

WP_053781497.1 GH13_31 Citoplasmática 

WP_053782301.1 GH13_31 Citoplasmática 

WP_053779396.1 GH13_48 

Amilosa endo-α-1,4-
glucosidasa/exo-a-1,4-

glucobiosidasa (EC 
3.2.1.1/3.2.1.133) 

Citoplasmática 

WP_053781865.1 GH16_3 Endo-β-1,3/4-glucosidasa/endo-β-
1,3-glucosidasa/endo-β-1,4-

glucosidasa (EC 
3.2.1.6/3.2.1.39/3.2.1.73) 

Extracelular 

WP_053782420.1 GH16_3 Extracelular 

WP_053781078.1 GH16_21 
Endo-β-1,3/4-glucosidasa (EC 

3.2.1.6) 
Extracelular 

WP_053778955.1 GH18 

Quitinasa (EC 3.2.1.14) 

Citoplasmática 

WP_053780034.1 GH18 Extracelular 

WP_053782252.1 GH18 Extracelular 

WP_053782576.1 GH18 Extracelular 

WP_053782577.1 GH18-CBM12 Extracelular 
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WP_053783507.1 GH18 Citoplasmática 

WP_053781249.1 GH23 
Peptidoglicano lítico β-1,4-
muraminidasa (EC 4.2.2.29) 

Extracelular 

WP_053783554.1 GH23 Extracelular 

WP_053784493.1 GH23 Membrana 

WP_053780374.1 GH26 

Endo-β-1,4-glucosidasa/endo-β-1,4-
manosidasa/xiloglucano endo-β-

1,4-glucosidasa (EC 
3.2.1.4/3.2.1.78/3.2.1.151) 

Citoplasmática 

WP_053781012.1 GH29 α-L-fucosidasa (EC 3.2.1.51) Citoplasmática 

WP_053782518.1 GH24 Peptidoglicano endo-β-1,4-N-
acetilmuramidasa (EC 3.2.1.17) 

Extracelular 

WP_053783426.1 GH25 Extracelular 

WP_053783664.1 GH27 α-galactosidasa (EC 3.2.1.22) Extracelular 

WP_053782374.1 GH29 

α-L-fucosidasa (EC 3.2.1.51) 

Citoplasmática 

WP_053782987.1 GH29 Citoplasmática 

WP_053782990.1 GH29 Citoplasmática 

WP_053783377.1 GH29 Citoplasmática 

WP_053782507.1 GH30_2 Exo-β-1,4-xilosidasa (EC 3.2.1.37) Citoplasmática 

WP_053782376.1 GH30_3 Endo-β-1,6-glucosidasa (EC 
3.2.1.75) 

Citoplasmática 

WP_053782296.1 GH30_3 Extracelular 

WP_053781470.1 GH30_5-CBM132 Galactano endo-β-1,6-
galactosidasa/ exo-β-1,6-

galactosidasa (EC 
3.2.1.164/3.2.1.213) 

Extracelular 

WP_053781633.1 GH30_5 Citoplasmática 

WP_053779434.1 GH30_8 Glucuronoxilanasa (EC 3.2.1.136) Extracelular 

WP_053783720.1 GH31_3 
α-glucosidasa/α-xilosidasa (EC 

3.2.1.20/3.2.1.177) 
Citoplasmática 

WP_053781003.1 GH31_19 α-galactosidasa (EC 3.2.1.22) Citoplasmática 

WP_053782734.1 GH32 
Endo-β-2,6-fructosidasa/exo-β-2,6-

fructobiosidasa (EC 
3.2.1.65/3.2.1.64) 

Citoplasmática 

WP_053782133.1 GH32 
Sacarosa β-2,1-fructosidasa (EC 

3.2.1.26) 
Citoplasmática 

WP_053781472.1 GH35 β-galactosidasa (EC 3.2.1.23) Citoplasmática 

WP_053781677.1 GH36 
α-galactosidasa (EC 3.2.1.22) 

Citoplasmática 

WP_053783674.1 GH36 Citoplasmática 

WP_053781063.1 GH38 

α-manosidasa (EC 3.2.1.24) 

Citoplasmática 

WP_053781543.1 GH38 Citoplasmática 

WP_053781828.1 GH38 Citoplasmática 

WP_053782230.1 GH38 Citoplasmática 

WP_053782992.1 GH38 Citoplasmática 

WP_053783225.1 GH38 Citoplasmática 

WP_053783228.1 GH38 Citoplasmática 

WP_053782810.1 GH42 

β-galactosidasa (EC 3.2.1.23) 

Citoplasmática 

WP_053783712.1 GH42 Citoplasmática 

WP_053783749.1 GH42 Citoplasmática 

WP_053780821.1 GH43_1 
Exo-β-1,4-xilosidasa/α-L-
arabinofuranosidasa (EC 

3.2.1.37/3.2.1.55) 
Citoplasmática 
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WP_053782398.1 GH43_4 
Arabinano endo-α-1,5-

arabinofuranosidasa (EC 3.2.1.99) 

Extracelular 

WP_053783510.1 GH43_4 Extracelular 

WP_053783509.1 GH43_5 Extracelular 

WP_053780819.1 
GH43_12-

CBM91 
Exo-β-1,4-xilosidasa/α-L-

arabinofuranosidasa/exo-β-1,3-
xilosidasa (EC 

3.2.1.37/3.2.1.55/3.2.1.72) 

Citoplasmática 

WP_053781573.1 
GH43_12-

CBM91 
Citoplasmática 

WP_053781471.1 
GH43_23-

CBM42 
α-L-arabinofuranosidasa (EC 

3.2.1.55) 
Extracelular 

WP_053782893.1 
GH43_24-

CBM13 
Galactano exo-β-1,3-

galactosidasa/endo-β-1,3-
galactosidasa (EC 

3.2.1.145/3.2.1.181) 

Extracelular 

WP_053782497.1 
GH43_24-

CBM32-CBM42 
Extracelular 

WP_053782335.1 
GH43_26-

CBM35 α-L-arabinofuranosidasa (EC 
3.2.1.55) 

Extracelular 

WP_053782339.1 GH43_26 Extracelular 

WP_053783386.1 GH43_26 Citoplasmática 

WP_053781832.1 
GH43_32-CBM6-

CBM662 
β-galactofuranosidasa (EC 

3.2.1.146) 
Extracelular 

WP_053781035.1 GH46 
Quitosano endo-β-1,4-N-

glucosaminasa (EC 3.2.1.132) 
Extracelular 

WP_053783364.1 GH48-CBM3 
Exo-β-1,4-glucobiosidasa de 

celulosa del extremo reductor (EC 
3.2.1.176) 

Extracelular 

WP_053779045.1 GH51_1 
α-L-arabinofuranosidasa (EC 

3.2.1.55) 

Citoplasmática 

WP_053782407.1 GH51_1 Citoplasmática 

WP_053783366.1 GH51_1 Citoplasmática 

WP_053782397.1 GH51_2 
Exo-β-1,4-xilosidasa/α-L-
arabinofuranosidasa (EC 

3.2.1.37/3.2.1.55) 
Extracelular 

WP_053780607.1 GH52 Exo-β-1,4-xilosidasa (EC 3.2.1.37) Citoplasmática 

WP_053780771.1 GH53-CBM322 
Arabinogalactano endo-β-1,4-

galactosidasa (EC 3.2.1.89) 

Extracelular 

WP_053783319.1 GH53 Extracelular 

WP_053783928.1 GH53 Citoplasmática 

WP_053782706.1 GH63 α-glucosidasa (EC 3.2.1.20) Citoplasmática 

WP_053780126.1 GH65 
Kojibiosa α-1,2-glucosidasa (EC 

3.2.1.216) 
Citoplasmática 

WP_053780608.1 GH67 
Exo-α-1,2-(4 DIMetil)-

glucuronidasa/α-glucuronidasa (EC 
3.2.1.131/3.2.1.139) 

Citoplasmática 

WP_053782234.1 GH76 
α-glucosidasa/manano endo-α-1,6-
manosidasa (EC 3.2.1.20/3.2.1.101) 

Extracelular 

WP_053780122.1 GH78 

α-L-ramnosidasa/exo-α-1,4-L-
ramnosidasa (EC 3.2.1.40/3.2.1.174) 

Citoplasmática 

WP_053780813.1 GH78-CBM67 Citoplasmática 

WP_053784237.1 GH78 Citoplasmática 

WP_053784238.1 GH78-CBM67 Citoplasmática 

WP_053781538.1 GH85-CBM32 manosil-oligosacárido endo-β-1,4-
N-acetilglucosaminidasa (EC 

3.2.1.96) 

Extracelular 

WP_053783234.1 GH85 Extracelular 
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WP_053782298.1 GH87 
Endo-α-1,3-glucosidasa/endo-α-1,4-

glucosidasa (EC 3.2.1.59/3.2.1.61) 
Extracelular 

WP_053780060.1 GH88 
β-1,4-glucuronidasa/β-1,3-

glucuronidasa (EC 
3.2.1.179/3.2.1.180) 

Citoplasmática 

WP_053780627.1 GH88 Citoplasmática 

WP_053782203.1 GH88 Citoplasmática 

WP_053782976.1 GH88 Citoplasmática 

WP_053780489.1 GH94 β-1,2-glucano fosforilasa (EC 
2.4.1.333) 

Extracelular 

WP_053782805.1 GH94 Citoplasmática 

WP_053779427.1 GH95 

Exo-α-1,2-L-fucosidasa (EC 3.2.1.63) 

Citoplasmática 

WP_053780133.1 GH95 Citoplasmática 

WP_053781557.1 GH95 Citoplasmática 

WP_053783666.1 GH95 Citoplasmática 

WP_053783668.1 GH95 Citoplasmática 

WP_053783677.1 GH95 Citoplasmática 

WP_053779334.1 GH101 
Endo-α-N-acetilgalactosaminidasa 

(EC 3.2.1.97) 
Extracelular 

WP_053779166.1 GH105 

Ramnogalacturonano I insaturado-
α-1,2-galacturonidasa (EC 3.2.1.172) 

Citoplasmática 

WP_053779292.1 GH105 Citoplasmática 

WP_053783032.1 GH105 Citoplasmática 

WP_053783138.1 GH105 Citoplasmática 

WP_053779682.1 GH106 α-L-ramnosidasa/exo-α-1,4-L-
ramnosidasa (EC 3.2.1.40/3.2.1.174) 

Citoplasmática 

WP_053783140.1 GH106 Citoplasmática 

WP_053779277.1 GH109 
β-N-acetilhexosaminidasa (EC 

3.2.1.52) 
Citoplasmática 

WP_053783924.1 GH110 α-galactosidasa (EC 3.2.1.22) Citoplasmática 

WP_053779291.1 GH112 β-1,3-galactosil-N-acetil-
galactosamina fosforilasa (EC 

2.4.1.211) 

Citoplasmática 

WP_053779333.1 GH112 Citoplasmática 

WP_053782894.1 GH113 
β-manosidasa/endo-β-1,4-

manosidasa (EC 3.2.1.25/3.2.1.78) 
Citoplasmática 

WP_053782215.1 GH117 
β-galactofuranosidasa (EC 

3.2.1.146) 
Citoplasmática 

WP_053781011.1 GH123 
β-N-acetilgalactosaminidasa (EC 

3.2.1.53) 
Citoplasmática 

WP_053781099.1 GH125 
Manosil-oligosacárido exo-α-1,6-

manosidasa (EC 3.2.1.163) 

Citoplasmática 

WP_053783227.1 GH125 Citoplasmática 

WP_053783332.1 GH125 Citoplasmática 

WP_053782626.1 GH130_1 
β-1,4-manosil-glucosa fosforilasa 

(EC 2.4.1.281) 
Citoplasmática 

WP_053782631.1 GH130_2 
β-1,4-manano fosforilasa/β-1,4-

manosil-N-acetil-glucosamina 
fosforilasa (EC 2.4.1.319/2.4.1.320) 

Citoplasmática 

WP_053781103.1 GH130_5 β-1,3-manano fosforilasa (EC 2.4.1.-) Citoplasmática 

WP_053780052.1 GH171 
Peptidoglicano exo-β-1,4-N-

acetilmuramidasa (EC 3.2.1.92) 
Citoplasmática 

WP_053779069.1 GH177 

α-neuraminidasa (EC 3.2.1.18) 

Citoplasmática 

WP_053780537.1 GH177 Citoplasmática 

WP_053784036.1 GH177 Citoplasmática 
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WP_053779724.1 GH179 

β-N-acetilhexosaminidasa (EC 
3.2.1.52) 

Citoplasmática 

WP_053780184.1 GH179 Citoplasmática 

WP_053780186.1 GH179 Citoplasmática 

WP_053780576.1 GH179 Citoplasmática 

WP_053780578.1 GH179 Citoplasmática 

WP_053780581.1 GH179 Citoplasmática 

WP_053782369.1 GH179 Citoplasmática 

WP_053782370.1 GH179 Citoplasmática 

WP_053782989.1 GH179 Citoplasmática 

WP_053783285.1 GH179 Citoplasmática 

WP_053783333.1 GH179 Citoplasmática 

WP_053783897.1 GH179 Citoplasmática 

WP_053784372.1 GH179 Citoplasmática 

WP_053784374.1 GH179 Citoplasmática 

WP_024633470.1 GH188 

α-(6-sulfo)-quinovosidasa (EC 
3.2.1.199) 

Citoplasmática 

WP_053779929.1 GH188 Citoplasmática 

WP_053780226.1 GH188 Citoplasmática 

WP_053781066.1 GH188 Citoplasmática 

WP_053781879.1 GH188 Citoplasmática 

WP_053782692.1 GH188 Citoplasmática 

WP_053783587.1 GH188 Citoplasmática 

WP_053783905.1 GH188 Citoplasmática 

WP_053784045.1 GH188 Citoplasmática 

WP_053782411.1 AA1 
Lacasa / p-difenol:oxígeno 

oxidorreductasa (EC 1.10.3.2) 
Citoplasmática 

WP_053783691.1 AA6 
p-benzoquinona reductasa (EC 

1.6.5.6) 
Citoplasmática 

WP_053779383.1 AA7 α-1,4-oligogalacturónido oxidasa 
(EC 1.1.3.-) 

Membrana 

WP_053779964.1 AA7 Citoplasmática 

WP_053779288.1 AA10 
Monooxigenasa lítica de 

polisacáridos (EC 1.14.99) 
Extracelular 

WP_053779431.1 CE1 

Carbohidrato esterasa (EC 2.3.1.- / 
3.1.1.-) 

Citoplasmática 

WP_053779550.1 CE1 Citoplasmática 

WP_053780228.1 CE1 Citoplasmática 

WP_053780907.1 CE1 Citoplasmática 

WP_053781125.1 CE1 Citoplasmática 

WP_053781461.1 CE1 Citoplasmática 

WP_053781465.1 CE1 Citoplasmática 

WP_053781965.1 CE1 Extracelular 

WP_053782124.1 CE1 Citoplasmática 

WP_053782557.1 CE1 Citoplasmática 

WP_053782911.1 CE1 Citoplasmática 

WP_053784103.1 CE1 Citoplasmática 

WP_053782491.1 CE2 Citoplasmática 

WP_053780485.1 CE3 Citoplasmática 

WP_053779134.1 CE4 Citoplasmática 

WP_053779596.1 CE4 Membrana 
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WP_053779843.1 CE4 Membrana 

WP_053780510.1 CE4 Extracelular 

WP_053780664.1 CE4 Extracelular 

WP_053780927.1 CE4 Extracelular 

WP_053781388.1 CE4 Citoplasmática 

WP_053782055.1 CE4 Extracelular 

WP_053783139.1 CE4 Citoplasmática 

WP_053783528.1 CE4 Membrana 

WP_053783696.1 CE4 Extracelular 

WP_053783776.1 CE4 Extracelular 

WP_053783835.1 CE4 Citoplasmática 

WP_053782887.1 CE8 Citoplasmática 

WP_053781620.1 CE9 Citoplasmática 

WP_053783146.1 CE9 Citoplasmática 

WP_053780113.1 CE12 Citoplasmática 

WP_053782043.1 CE12 Extracelular 

WP_053780710.1 CE14 Citoplasmática 

WP_053781932.1 CE14 Citoplasmática 

WP_053781121.1 CE17 Citoplasmática 

WP_053782042.1 CE19 Citoplasmática 

WP_053781131.1 GT1 

Glicosil transferasa (EC 2.4.1.-) 

Citoplasmática 

WP_053782969.1 GT1 Citoplasmática 

WP_053779315.1 GT2 Membrana 

WP_053780419.1 GT2 Citoplasmática 

WP_053781817.1 GT2 Citoplasmática 

WP_053782149.1 GT2 Citoplasmática 

WP_053782358.1 GT2 Citoplasmática 

WP_053782459.1 GT2 Membrana 

WP_053782460.1 GT2 Membrana 

WP_053782478.1 GT2 Extracelular 

WP_053782666.1 GT2 Citoplasmática 

WP_053782667.1 GT2 Citoplasmática 

WP_053782971.1 GT2 Citoplasmática 

WP_053783159.1 GT2 Citoplasmática 

WP_053783160.1 GT2 Membrana 

WP_053783195.1 GT2 Citoplasmática 

WP_053783197.1 GT2 Citoplasmática 

WP_053783198.1 GT2 Citoplasmática 

WP_053783451.1 GT2 Citoplasmática 

WP_053784514.1 GT2 Membrana 

WP_053779174.1 GT4 Membrana 

WP_053780351.1 GT4 Citoplasmática 

WP_053780711.1 GT4 Citoplasmática 

WP_053781985.1 GT4 Membrana 

WP_053782669.1 GT4 Citoplasmática 

WP_053783155.1 GT4 Membrana 
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WP_053783158.1 GT4 Citoplasmática 

WP_053783164.1 GT4 Membrana 

WP_053783446.1 GT4 Membrana 

WP_053783448.1 GT4 Membrana 

WP_053783449.1 GT4 Citoplasmática 

WP_053783450.1 GT4 Citoplasmática 

WP_053783655.1 GT4 Citoplasmática 

WP_053780922.1 GT5 Citoplasmática 

WP_053779076.1 GT26 Citoplasmática 

WP_053782859.1 GT26 Citoplasmática 

WP_053780417.1 GT28 Citoplasmática 

WP_053781221.1 GT28 Citoplasmática 

WP_053783436.1 GT28 Membrana 

WP_053779883.1 GT35 Citoplasmática 

WP_053779041.1 GT51 Membrana 

WP_053784285.1 GT51 Extracelular 

WP_053780864.1 GT51 Extracelular 

WP_053781766.1 GT51 Membrana 

WP_053782148.1 GT83 Membrana 

WP_053781605.1 GT119 Membrana 

WP_053782835.1 GT119 Membrana 

WP_053782836.1 GT119 Membrana 

WP_053784291.1 GT119 Membrana 

WP_053782624.1 PL1 

Polisacárido liasa (EC 4.2.2.2) 

Extracelular 

WP_053784147.1 PL3_1 Extracelular 

WP_053782202.1 PL6_2-CBM322 Extracelular 

WP_053782207.1 PL6_2 Citoplasmática 

WP_053781417.1 PL9_2 Extracelular 

WP_053781861.1 PL9_2 Extracelular 

WP_053779775.1 PL11 Extracelular 

WP_053784169.1 PL112 Extracelular 

WP_053784001.1 PL15_1 Citoplasmática 

WP_053780628.1 PL29-CBM32 Extracelular 

WP_053780058.1 PL33_2 Citoplasmática 

WP_053784000.1 
PL44-CBM96-

CBM32 
Extracelular 

WP_053781829.1 CBM9 

n.c. 

Extracelular 

WP_053783378.1 CBM9 Citoplasmática 

WP_053784172.1 CBM9 Citoplasmática 

WP_053781007.1 CBM35 Extracelular 

WP_053783673.1 CBM352 Extracelular 

WP_053783398.1 CBM50 Extracelular 
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Anexo 6: Datos brutos del análisis proteómico de sobrenadantes de cultivo: sacarosa (E-PxSAC), 

xilano de madera de haya (E-PxXIN), residuo de caña de azúcar (E-PxRAC), salvado de trigo (E-PxST y 

E-bPxST) o bagazo de ágave extrusado (E-PxBABe). El EmPAI representa la abundancia relativa de todas 

las proteínas presentes en las réplicas analizadas, expresada en porcentaje (emPAI %). Se proporciona 

como archivo Excel independiente disponible para visualización en el siguiente enlace 

https://docs.google.com/spreadsheets/d/1T1uP_jsWC_RWg74FVD364xOMwkuBrzui/edit?usp=sharin

g&ouid=104296623495001182806&rtpof=true&sd=true  
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Introducción 

Página 12 del manuscrito (34 del pdf) 

El uso de un álcali provoca la degradación de las cadenas laterales éster y glicosídicas 

alterando la estructura de la lignina aumentando la accesibilidad e de las enzimas a la 

celulosa y la hemicelulosa (Brodeur y col., 2011; Mankar y col., 2021). 

Página 16 del manuscrito (38 del pdf) 

Se denominadas denominan con el signo positivo (+) seguido de números (+1, +2, +3), 

los residuos o subdominios hacia el extremo reductor del sustrato o aglicona, y con el 

símbolo negativo (-) seguido de números (-1, -2, -3) si se encuentran hacia el extremo 

no reductor o glicona (Aronsson y col., 2018). 

Página 21 del manuscrito (43 del pdf) 

Figura I11. Hidrólisis enzimática de los glucurono-xilanos (GX). Recuadros celestes α-

D-glucuronoxilanasas α-D-glucuronidasas. 

 



Página 23 del manuscrito (45 del pdf) 

Entre las especies más estudiadas y consideradas de referencia dentro del género se 

destacan Cellulomonas fimi y Cellulomonas flavígena Cellulomonas fimi y Cellulomonas 

flavígena (Wakarchuk y col., 2016). 

Página 23 del manuscrito (45 del pdf) 

En investigaciones anteriores llevadas a cabo en el Laboratorio de Enzimas 

Agroindustriales (EAB), IABIMO, INTA-CONICET, se aisló la cepa Cellulomonas sp. sp. 

B6, filogenéticamente relacionada con C. flavigena, a partir de un consorcio celulolítico 

proveniente de una muestra de suelo de bosque subtropical nativo de la provincia de 

Misiones (Arnetina) (Campos y col., 2014). 

Materiales y Métodos 

Página 58 del manuscrito (82 del pdf) 

Los productos de amplificación se analizaron en gel de agarosa 0,8% (p/v), con bromuro 

de etidio. Se seleccionaron 2 clones positivos de cada construcción a partir de los cuales 

se realizó a la extracción del ADN plasmídico utilizando el sistema de purificación Wizard 

Genomic DNA Purification Kit (Promega) (ver sección 7. 6, pp. 56). 

Página 62 del manuscrito (86 del pdf) 

Para la preparación de AOS se incubaron 5 mg de AN arabinano de remolacha (P-

ARAB, Megazyme) con 1 mL ácido trifluoroacético (TFA) 0,05 M a 80 °C por 60 min y 

se siguieron los pasos como se describe en Shi y col. (2020) y se ajustó el pH a neutro 

(pH 7). 

Resultados-Capítulo I 

Página 70 del manuscrito (96 del pdf) 

En este contexto, en el presente trabajo se completó el estudio genómico de la cepa 

mediante una nueva secuenciación genómica y ensamblado, lo que permitió obtener el 

genoma en un único contig, en contrate contraste con los 280 279 contigs reportados 

previamente, y se examinó la localización genómica de las CAZimas previamente 

identificadas en los sobrenadantes de cultivo (Piccinni y col., 2019; Ontañon y col., 

2021), así como los posibles reguladores implicados en su expresión. 

Página 71 del manuscrito (97 del pdf) 

El genoma de Cellulomonas sp. B6 fue obtenido previamente utilizando la plataforma 

Illumina MiSeq y se encuentra anotado en 280 279 contigs (Piccinni y col., 2016, numero 

número de acceso NCBI: LNTD00000000.1). 

Resultados-Capítulo III 

Página 107 del manuscrito (135 del pdf) 

Las secuencias amplificadas fueron clonadas en el vector de expresión pET28a (+) de 

forma tal que ambas proteínas son expresadas como una fusión a un tracto de 34 

aminoácidos amino-terminales, que incluyen un tag de seis histidinas (His-tag), este 



último utilizado para la purificación e inmunodetección y de las proteínas recombinantes 

(Figura R15). 

Página 107 del manuscrito (135 del pdf) 

La purificación fue confirmada por electroforesis en geles de poliacrilamida en 

condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE), revelados por tinción con Azul de 

Coomassie. 

Página 110 del manuscrito (138 del pdf) 

Para determinar su estabilidad térmica, las enzimas se pre-incubaron a diferentes 

temperaturas y a distintos tiempos, y luego se ensayó la actividad enzimática residual 

de cada una bajo sus en las condiciones óptimas de reacción (pH 6 y 60 °C para 

PxXyn30_8 y pH 6,5 y 40 °C para PxXyl30_2). 

Página 110 del manuscrito (138 del pdf) 

PxXyl30_2 retuvo ~90% de su actividad a 30°C durante 120 min de pre-incubación y 

~60% mientras a 35 °C y a 40 °C por hasta 60 min. 

Resultados-Capítulo IV 

Página 128 del manuscrito (157 del pdf) 

Sin embargo, E-PxST0,60 y E-PxST0,30 liberaron mayor glucosa total, 3,90 ± 0,37 mg/mL 

en ambos casos, respeto respecto de la condición E-PxST0,15 que liberó 2,75 ± 0,10 

mg/mL. 

Página 128 del manuscrito (157 del pdf) 

Los resultados obtenidos fueron consistentes en dos ensayos de hidrólisis 

independientes, empleando dos lotees lotes independientes del cóctel E-PxST en cada 

caso. 

Discusión y Conclusiones 

Página 144 del manuscrito (174 del pdf) 

Asimismo, se evaluaron el Eucalyptus (EUCA) eucaliptus (Euca) y el bagazo de ágave 

azul (BAB), ambos seleccionados como modelos para la valorización de glucurono-

xilanos (GX). 

Página 146 del manuscrito (176 del pdf) 

Numerosos trabajos reportan la utilización de biomasa lignocelulósica en varios 

miembros de los géneros Paenibacillus y Bacillus para producir mezclas enzimáticas 

adecuadas para la conversión de la (hemi)celulosa en productor productos de interés 

(Di Marco y col., 2017; Ticona y col., 2020; Hero y col., 2021). 

Página 156 del manuscrito (186 del pdf) 

En este trabajo describimos que E-PxST presenta actividad xilanasa y evaluamos y 

conformamos confirmamos que además tiene actividad β-glucanasa, la cual lo hace 

atractivo como un novedoso cóctel bacteriano nacional para ser aplicado como aditivo 

o suplemento dietario para animales monogástricos. 



Página 156 del manuscrito (186 del pdf) 

Los oligosacáridos derivados de la pared celular vegetal tienen la capacidad de 

promover la resistencia a enfermedades y el crecimiento de las plantas, debido a que 

actúan como estimuladores de la respuesta de densa defensa en varias especies 

vegetales, conocida como DAMPs (damage associated molecular patterns) por sus 

siglas en inglés (Dewangan y col., 2023; Sun y col., 2025).  

Página 157 del manuscrito (187 del pdf) 

En esta tesis se realizó evaluó el efecto de los hidrolizados generados por E-PxST desde 

BABe y RACe como elicitores de la respuesta de defensa de plantas de tabaco. 
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