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Resumen

Debido a la inminente necesidad de producir y utilizar fuentes de energia renovables, ciertos
pastizales naturales como Panicum prionitis, ricos en polisacaridos y con baja eficiencia
forrajera, representan una fuente de azlcares fermentables muy interesante para la
produccion de bioetanol de segunda generacion. Sin embargo, la presencia de lignina en
sus hojas hace que el proceso de produccién requiera de un pretratamiento previo a la
sacarificaciéon. Los hongos de la podredumbre blanca de la madera son capaces de
degradar los materiales lignoceluldsicos, secretando al medio extracelular diversas enzimas
involucradas en tal proceso. En base a este criterio, se evalu6 la eficiencia de los
secretomas de dos especies flingicas (Pycnoporus sanguineus y Ganoderma applanatum)
como agentes de pretratamiento sobre la biomasa de P. prionitis. Los resultados
demuestran que el pretratamiento con secretomas flngicos resulta mas eficiente que los
tradicionales (pretratamiento quimico y con enzimas ligninoliticas comerciales), permitiendo
hidrolizar hasta un 47,5% de la celulosa en el caso de G. applanatum. Ensayos de
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas permitieron la identificacion de
una gran cantidad de proteinas en los secretomas, revelando que el 34% vy el 42% de ellas
se encuentran involucradas en los procesos de degradacién de la biomasa lignocelulésica

para G. applanatum y P. sanguineus, respectivamente
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Introduccién

La industria del bioetanol de segunda
generacion ofrece la posibilidad de
desarrollar un mercado alternativo que
enfrente la escasez de combustibles
fosiles y los efectos de los mismos sobre
biomasa

el cambio climatico. La

lignocelulésica, de la cual puede
obtenerse el bioetanol, posee un alto
contenido de azlcares fermentables
(celulosa y hemicelulosa); sin embargo, la
matriz formada por la hemicelulosa y la
lignina limita el acceso a los mismos,
resultando ineludible la necesidad de
aplicar un pretratamiento para sortear esta
barrera (Lamsal et al., 2011). Este proceso
es un paso fundamental y constituye el
cuello de botella en la produccion de
bioetanol de segunda generacion, siendo
necesario para aumentar la hidrolisis
enzimatica  (sacarificacion) de los
polimeros presentes en la pared celular
gue produciran los azucares fermentables.
Mediante este proceso, la celulosa queda
expuesta a la acciéon hidrolitica de las
enzimas, incrementando la eficiencia de la
etapa de sacarificacién posterior (Masran
et al., 2016).

Los pretratamientos mas utilizados se
basan en el uso de acidos o bases

fuertes, siendo éstos altamente

contaminantes. La utilizacion de hongos
ligninoliticos como pretratamiento
biolégico no solo constituye una forma

medioambientalmente amigable y
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econdmica, sino que posibilita una mayor
eficiencia en la liberaciobn de azlcares
fermentables respecto a los
pretratamientos convencionales (Larran et
al., 2015).

desarrollado

Estos organismos han
la habilidad de mineralizar
completamente la lignina mediante
mecanismos degradativos que involucran
oxidativo

un proceso regulado

enzimaticamente. Muchas de estas

enzimas son secretadas al medio
extracelular, debido a que estos hongos
degradan la celulosa y hemicelulosa,
utilizando sus productos como fuente de
carbono y energia (Singh and Singh,
2014; Sanchez, 2016).

secretadas, que constituyen el secretoma,

Las proteinas

incluyen enzimas hidrdliticas, no
hidroliticas y sistemas enzimaticos
ligninoliticos  oxidativos (Kubicek and

Kubicek, 2016).

En el presente trabajo se utiliz6 una planta
perenne dominante en las islas del delta
del rio Parand, Panicum prionitis, como
biomasa lignoceluldsica para la potencial
produccion de etanol de segunda
generacién. Esta graminea C4 crece en
zonas deprimidas e inundables. Ademas,
debido a su alto contenido de lignina, es
utilizada ineficientemente como forrajera
del ganado, siendo quemada con
frecuencia en blsqueda de un rebrote
mas tierno (Masa et al., 2016). Utilizando
dicha biomasa, se ensay6 y comparé la

eficiencia del empleo de secretomas de
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dos especies fungicas de la podredumbre
blanca de la madera: Pycnoporus
sanguineus y Ganoderma applanatum,
con dos pretratamientos convencionales:
un pretratamiento quimico utilizando acido
fosférico y un pretratamiento biolégico con
enzimas ligninoliticas comerciales.

Los avances recientes en tecnologias
protebmicas permitieron estudiar el
secretoma completo de cada especie en
estudio en un Unico experimento,
determinando que existe un gran
secretadas

porcentaje de proteinas

relacionadas a los procesos de

degradacion de la lignocelulosa.

Objetivos

[0 Determinar la composicion sumaria de
Panicum prionitis, con énfasis en el
contenido de azucares fermentables,
hemicelulosa y lignina.

[0 Ensayar la eficiencia de digestion de la
lignina de Panicum prionitis frente al
tratamiento con enzimas ligninoliticas
comerciales y frente a un pretratamiento
guimico utilizando acido fosférico.

[0 Evaluar la eficiencia en la digestién de
la lignina de Panicum prionitis frente al
tratamiento con sobrenadantes de hongos
basidiomicetes causantes de
podredumbre de la madera.

0 Identificar las proteinas presentes en los
sobrenadantes fangicos que puedan
haber participado en el proceso de

lignindlisis y sacarificacion de la biomasa.
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Materiales y Métodos

Biomasa lignocelulésica vy enzimas

comerciales

Las plantas de Panicum prionitis Ness
fueron colectadas en su hébitat natural,
dentro de la Estancia ‘La Catalina’
(32_52'43.04"s, 60_35'0.33"W; Victoria,
Entre Rios, Argentina) y trasplantadas a
una parcela experimental en la Facultad
de Ciencias Agrarias de la Universidad
Nacional de Rosario (Zavalla, Santa Fe).
Las hojas verdes y senescentes fueron
cosechadas, secadas hasta peso
constante (60°C), molidas en piezas de 7
x 3 x 1 mm (molienda gruesa) 0 3 x 2 x 1
mm (molienda fina), y almacenadas en
bolsas de plastico hasta su posterior
utilizacion.

Las enzimas y quimicos utilizados fueron
adquiridos en Sigma-Aldrich Argentina.
Las enzimas empleadas en este trabajo
fueron:
(49,290),
(H2125), Celulasa de A. niger (C1184),
Lignina  Peroxidasa (LiP) (42,603),
Manganeso Peroxidasa (MnP) (93,014) y

Laccase (Lac) de T. versicolor (51,639).

b-glucosidasa de almendras

hemicelulosa de  A.niger

Composicién quimica de la biomasa

La composicion quimica (porcentaje de
celulosa, hemicelulosa y lignina) de las
hojas verdes y senescentes de P. prionitis
fue determinada mediante la técnica de
detergentes de Van Soest (Van Soest,
1967).

Especies fungicas

UNCUYO o s

CENTENARIO

DE LA REFORMA UNIVERSITARIA




Las especies fungicas estudiadas:
Pycnoporus sanguineus y Ganoderma
de

campo

applanatum, fueron  colectadas

diferentes  arboles en el
experimental de la localidad de Zavalla.
Los hongos fueron cultivados y aislados
en placas de Petri conteniendo medio
Agar Papa Glucosado (APG). Las placas
fueron incubadas durante 7 dias a 28°C
en oscuridad y se conservaron a 4°C.

Pretratamiento vy sacarificacion de la

biomasa de P. prionitis

Todos los pretratamientos fueron llevados
a cabo en triplicados biolégicos y fueron
seguidos por el proceso de sacarificacion.
La glucosa liberada se midi6 después del
proceso global (pretratamiento mas
sacarificacion).

Se realizaron dos tipos de controles: los
tubos blancos corresponden a las
unidades experimentales que indican la
cantidad de azucar enddgena de todos los
componentes del medio de reaccion. Los
tubos control corresponden a las unidades
experimentales sujetas soélo al proceso de
de

la contribucion de

sacarificacion, con el objetivo
cuantificar fielmente
cada  pretratamiento  (mediante la
sustraccion de los controles al total de
azUcar liberado) al proceso global. La
preparacion de los blancos y controles se
detalla en las siguientes secciones.
Pretratamiento quimico

Se pesaron 15 mg de hojas verdes y

senescentes de P. prionitis, se las coloco
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en tubos eppendorf conteniendo 500 pL
de &cido fosfdrico concentrado (85% v/v) y
se incubd durante 45 minutos a 50°C
como se describe en Larran et al., 2015.
Los blancos y controles fueron preparados
con agua destilada en lugar de &cido.
Pretratamiento biolégico con enzimas
comerciales

Se pesaron 15 mg de hojas verdes y
senescentes de P. prionitis y se colocaron
en tubos Eppendorf, afiadiendo 0.0025 U
de las enzimas ligninoliticas comerciales
(LiP, MnP, o Lacasa) disueltas en 250 uL
de buffer acetato de sodio 50 mM pH 4.
Los blancos y controles se prepararon con
el buffer de dilucion en ausencia de
enzimas. Los tubos se incubaron a 37°C
durante 48 hs.

Pretratamiento Biol6gico con secretomas
fungicos

A partir de una colonia de los hongos a
ensayar, P. sanguineus, y G. applanatum
crecida en medio solido APG, se tomo6 una
fraccion de micelio de aproximadamente 1
mm? desde la region periférica de la placa
con crecimiento activo, y se inoculdé en
tubos falcon conteniendo 20 mL de medio
liqguido Papa Glucosado. Los tubos se
incubaron durante 7 dias a 28°C en un
agitador orbital. Una vez cumplido dicho
lapso, se centrifugaron a 5.600 g durante
10 minutos para precipitar la mayor
cantidad de masa flngica y luego se filtré

el sobrenadante con papel de filtro estéril,
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con el fin de obtener un secretoma limpio
de micelio.

Se pesaron 50 mg de hojas verdes y
senescentes de P. prionitis y se colocaron
en Erlenmeyers de 50 mL. Se realizaron
los mismos ensayos para dos tipos de
molienda: gruesa y fina. A cada frasco se
agregaron 500 pL del sobrenadante del
hongo a ensayar disuelto en 4,5 mL de
buffer Acetato de Sodio 50 mM pH 4
(Volumen final: 5 mL). Los blancos de
reaccion consistieron en el mismo
volumen tanto de sobrenadante como de
buffer previamente autoclavado. Se
incubaron los Erlenmeyes a 37°C durante
48 hs.

Sacarificacion

La etapa de sacarificacion fue la misma
para todos los pretratamientos, para poder
comparar fielmente las eficiencias de los
primeros. Las hojas verdes 0 senescentes
fueron incubadas con una mezcla de
enzimas Celulasas, Hemicelulasas y b-
glucosidasa, previamente filtradas para
remover los azlcares estabilizantes de las
mismas (Larran et al., 2015). Se
disolvieron 0.4 U de cada enzima en 500
mL de buffer Acetato de Sodio 100 mM.
Los blancos consistieron en la mezcla
enzimatica previamente hervida para
desnaturalizar las enzimas.

Después de 48 hs de incubacion a 50°C
se tomaron alicutas de 20 uL para

determinar la concentracion de glucosa
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liberada, utilizando el kit enzimético de
glicemia (Wiener Lab, Rosario, Argentina).
Los valores de glucosa liberados de los
tubos blancos fueron sustraidos de las
unidades experimentales tratadas con el
objetivo de obtener la concentracién de
glucosa liberada en el proceso total.
Simultaneamente, los valores de glucosa
de los tubos control se sustrajeron a los
valores de los tratados, con el objetivo de
calcular la  contribucion de cada
pretratamiento al total de glucosa liberada.
Los resultados fueron expresados en
miligramos de glucosa liberados por
gramo de P. prionitis.

El porcentaje de celulosa hidrolizada en
cada uno de los ensayos fue calculado de

la siguiente manera:

mg glucosa liberados/ g P. prionitis x 0.9*

%Celulosa hidrolizada= x 100
mg celulosa/ g P. prionitis

*0,9 es un factor de correccion que
considera que cada residuo de glucosa
dentro de una cadena de celulosa pesa
162 Da, mientras que en su estado libre
pesa 180 Da. Cabe aclarar que se
consider6 despreciable el aporte de
glucosa proveniente de la hidrélisis de
hemicelulosa (Larran et al., 2015).

Aislamiento y enriguecimiento de

proteinas secretadas

Para analizar el secretoma de los hongos
P. sanguineus y G. applanatum, se

inoculd6 una cantidad inicial de 5 x10°
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conidios fungicos en un medio estéril,
conteniendo 1,5 g de un mix de hojas
verdes y senescentes de P. prionitis en 20
mL de buffer Acetato de Sodio 50 mM pH
6, y se permiti6 el crecimiento durante
cuatro semanas a 28 °C en un agitador
orbital. Posteriormente, los tubos fueron
centrifugados a 5.600 g durante 10
minutos en centrifuga refrigerada a 4°C
para recolectar la biomasa fungica. Se
separd el sobrenadante y se lo filtr6 con
papel de filtro estéril para eliminar posibles
restos de micelio. Las proteinas extraidas
fueron concentradas en un tubo falcon
concentrador con un filtro de corte de
10.000 Da, centrifugando a 1.100 g a una
temperatura de 4 °C hasta alcanzar un
volumen final de 300 pL, que fueron
transferidos a un tubo Eppendorf.
Inmediatamente, se realizo una
precipitacién del extracto proteico con
(ATC) con el

propésito de eliminar impurezas de la

acido tricloroacético

muestra: se agreg6 1 V de ATC 20% y se
incubo a -20°C durante toda la noche. Los
tubos se descongelaron y centrifugaron a
méxima velocidad durante 10 minutos
(4°C), se descarté el sobrenadante, y se
realizaron tres lavados con 500 pL de
etanol 70%, centrifugando durante tres
minutos y descartando el sobrenadante en
cada paso. Finalmente, se realiz6 un
lavado con 1 mL de acetona, se centrifug6
en las mismas condiciones anteriores, se

descartd el sobrenadante y el pellet se
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dej6 secar a temperatura ambiente por 30
minutos.
Acoplada a

Cromatografia  Liquida

Espectrometria de Masas (CL-EM)

Las muestras de los secretomas fungicos
y G
applanatum) fueron enviadas al Centro de

a evaluar (P. sanguineus

Estudios Quimicos
Espectrometria de Masa (CEQUIBIEM),

donde fueron resuspendidas en buffer

y Biologicos en

Bicarbonato de Amonio 50 mM pH=8 y
digeridas con tripsina. Luego, se les
realiz6 una limpieza con Zip-Tip C18 para
extraer las sales. Las muestras fueron
lioifilizadas por Speed Vac y
resuspendidas en 10 pL de Acido Férmico
0,1%. La primera separacion proteica se
realiz0 mediante nano HPLC, utilizando
una columna de fase reversa (C18, 2,6
pm, 150° 75 pm x 150 mm, Thermo
Scientific). El volumen de inyeccion fue de
2 ul y la elucién se realizé en gradiente,
con dos soluciones: Solucién A: Agua con
0,1% de Acido Fo6rmico,Solucién B:
Acetonitrilo con 0,1% de Acido Férmico.
Todos los solventes y reactivos utilizados
fueron de calidad CL-EM.

Las muestras fueron ionizadas por
electrospray y separadas en una segunda
dimensién por espectrometria de masas.
Los espectros obtenidos fueron
analizados con el programa “Proteome
Discoverer”, utilizando las bases de datos
UniProt (http://www.uniprot.org/) para P.

sanguineus y una base de datos de
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Ganoderma lucidum para las busquedas
de G.
(http://www.medfungi.org/20141010/galu/a

applanatum

nalyzer/download).

Resultados y Discusién

Composicién quimica de P. prionitis

De acuerdo a los andlisis de Van Soest, la
biomasa de P. prionitis posee un potencial
interesante  para la produccion de
bioetanol de segunda generacion. El total
de polisacaridos (celulosa +hemicelulosa)
es de alrededor del 70% del peso seco en
ambos tipos de biomasa. Como puede
observarse en la tabla I, existen
diferencias significativas en la
composicion de la biomasa verde vy
senescente para los tres polimeros en
estudio. Los valores de celulosa y lignina
son mas elevados en muestras de hojas
senescentes, mientras que el porcentaje
de hemicelulosa presenta un valor mayor
en hojas verdes.

Este fendmeno fue previamente
observado en estudios realizados en
nuestro laboratorio sobre la biomasa
lignocelulésica de Spartina argentinensis
(Larran et al.,, 2015), demostrando un
cambio significativo en la composicién de
la pared celular vegetal en estados
fenologicos avanzados. La cantidad de
lignina puede variar debido a mdltiples
factores, que incluyen el tejido celular, la

fase del desarrollo de la célula, la especie
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vegetal y las condiciones ambientales
(Turumtay, 2015).

De acuerdo a la composicion quimica de
las hojas de P. prionitis, se estima que se
podrian obtener 9830 L.ha de bioetanol
(Feldman, 2016), lo que representa un alto
rendimiento, considerando los valores
reportados para otras biomasas

lignocelul6sicas (Cardona et al, 2012).

Composicién quimicade la | Biomasa Biomasa
pared celular de P. prionitis Verde Senescente
% Celulosa 33.06 35.46
% Hemicelulosa 35.45 32.6
% Lignina 6.28 7.4

Tabla I: Composicion de la pared celular de hojas de
Panicum prionitis. Los valores se expresan en
porcentajes.  Existen  diferencias  estadisticamente
significativas entre tipos de biomasa para los tres

polimeros en estudio (Prueba T, p<0,05).

Pretratamientos

El objetivo del presente estudio fue
comparar la efectividad de tres
pretratamientos sobre la biomasa de P.
prionitis, dos biolégicos (con enzimas
ligninoliticas comerciales y con
secretomas de hongos ligninoliticos) y uno
quimico (con &cido fosférico concentrado),
y la prospectiva utilizacion de dicha
biomasa como sustrato en la produccién
de bioetanol de segunda generacion.
Pretratamiento con acido fosférico y
enzimas ligninoliticas comerciales

La cantidad de glucosa liberada mediante
el uso de acido fosférico como agente de
pretratamiento fue de 5.0 + 0.3 and 0.4 £
0.2 mg por gramo de hojas de P. prionitis

verdes y senescentes, respectivamente
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(Figura 1). A pesar de que el
pretratamiento quimico utilizando acidos
minerales se reporta como uno de los mas
eficientes entre los tratamientos
convencionales, los valores obtenidos en
las condiciones ensayadas sobre hojas de
P. prionitis no muestran una gran
eficiencia de liberacion de glucosa. Sin
embargo, la adicion del pretratamiento
aumenta los niveles de glucosa liberados
en ambos tipos de biomasa en referencia
a los tubos a los cudles soélo se aplicé el
proceso de sacarificacion.

Con respecto a la utilizacion de enzimas
comerciales como agentes de
pretratamiento, no se observan diferencias
significativas de liberacibn de glucosa
entre biomasa verde y senescente para
ninguna de las tres enzimas en estudio
(Lacasa, LiP y MnP) demostrando una
especificidad similar de las mismas hacia
ambos tipos de biomasa (Figura 1). En
cualquiera de los tres ensayos realizados,
la presencia del pretratamiento aumenta
los niveles de glucosa liberados entre un
13 y un 37%, dependiendo de la enzima
utilizada, respecto a los tubos sometidos
s6lo al proceso de sacarificacion (no se
muestra en la Figura 1). Estos resultados
demuestran que la exposicion a los
polisacaridos es aumentada en presencia
de estas enzimas, generando un mayor
acceso a las enzimas celuldsicas del paso
posterior.

Pretratamiento con secretomas flngicos

\ni Asociacién de Universidades
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Como se muestra en la Figura 1, los
valores de glucosa liberada obtenidos
mediante el uso de secretomas flngicos
como agentes de pretratamiento superan
ampliamente a los alcanzados con el
pretratamiento quimico o con enzimas
ligninoliticas comerciales. Mediante la
utilizacion  del secretoma de G.
applanatum se consiguié una eficiencia
hasta 15 veces superior a la alcanzada
por los pretratamientos mencionados.
So6lo se observan diferencias significativas
respecto al tipo de biomasa utilizando el
secretoma de P. sanguineus.

Concentracidn de Glucosa liberada

W BIOMASA VERDE | BIOMASA SEMESCENTE

Ta7
66,7

naz

75

mg glc liberados! g Panlcum prionitls

.
¥ na 2122 36 32 08 37
. = i a 1
Ac. Fosforica Lac MnP Lip P. sanguineus G. applanstum

Figura 1: Glucosa liberada después de la hidrélisis
enzimatica, utilizando diferentes pretratamientos. Se
muestran los valores de glucosa liberada por el proceso
total. Los asteriscos indican diferencias estadisticamente

significativas (Prueba T, p< 0,05) entre tipos de biomasa.

Debido a los altos valores de glucosa

liberada mediante el empleo de

secretomas como agentes de
pretratamiento, se analizé la contribucién
de cada paso del proceso en la obtencion
final de glucosa (tabla II).

Puede notarse que, el efecto del
pretratamiento sobre la liberacion de

glucosa varia segun la especie fungica y
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la  composicion de la  biomasa

lignocelulosica.

Contribucion de cada paso del proceso ala obtencion | Biomasa | Biomasa
final de glucosa Verde | Senescente

Pycnoporus - (%glucosa liberada por pretratamiento | 343 5.0

sanguineus - |%glucosaliverada por sacarficacion 65.7 410

Ganoderma |Yaglucosa iberada por pretratamiento | 313 163

applanatum - (%glucosaliberada por sacarificacion 68.7 87

Tabla Il: Contribucién de cada paso del proceso a la

obtencién final de glucosa.

Como se muestra en la tabla IlI, el
pretratamiento con mayor contribucién fue
del

secretoma de P. sanguineus en ambos

alcanzado mediante el empleo
estados de la biomasa (34% para hojas
verdes y 59% para hojas senescentes).
Sin embargo, los mayores valores de
glucosa liberados en el proceso total
(pretratamiento  mas sacarificacién) se
observaron utilizando el secretoma de G.
applanatum (74.7 y 66.7 mg glucosa
liberados/g P. prionitis, para hojas verdes
y senescentes, respectivamente).

Los hongos de la podredumbre blanca de
la madera son conocidos por degradar la
celulosa, hemicelulosa y la lignina
simultdneamente (Singh and Singh, 2014;
2016).

observadas en

Sanchez, Las diferencias

este trabajo pueden
deberse a la secrecion de un consorcio
enzimatico especifico de cada hongo, que
podria contribuir en mayor o menor
medida a cada una de las etapas del
proceso. Es decir, se puede inferir que las

enzimas secretadas por P. sanguineus
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contribuyen en mayor medida al proceso
de

secretoma de G. applanatum muestra una

pretratamiento, mientras que el

mayor actividad durante la etapa de
sacarificacion. Ademas, se observo que
cuando los secretomas flangicos se
utilizan como agentes de pretratamiento y
sacarificacion, esto es, sin la intervencion
de enzimas celulésicas comerciales, los
valores de glucosa liberados fueron mas
elevados para G. applanatum que para P.
en ambos

sanguineus. Sin embargo,

casos, los valores totales de glucosa

liberados fueron significativamente

menores a los alcanzados utilizando
enzimas comerciales durante el proceso
de

resultados).

sacarificacion (no se muestran
Considerando que G. applanatum crece
vivos, es
de

contribucién al pretratamiento sobre hojas

naturalmente en arboles

razonable que el porcentaje
senescentes sea menor que sobre hojas
De

sanguineus, gque crece sobre biomasa en

verdes. manera contraria, P.
descomposicién, presenta un porcentaje
mayor de contribucién al pretratamiento
sobre biomasa senescente.

Cuando se ensayo el efecto del grado de
molienda sobre las hojas de P. prionitis
utilizando el secretoma de G. applanatum
como agente de pretratamiento, se
observé gque se produce un incremento en
los valores de glucosa liberados, del 148%

sobre hojas verdes y 140% sobre hojas
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senescentes (figura 2). Esto puede
deberse al aumento en la superficie de
exposicién a las enzimas lignocelulésicas.
Ademas, es importante resaltar que la
produccion de bioetanol puede llevarse a
tanto en

cabo hojas verdes como

senescentes con la misma eficiencia,
permitiendo cosechar la biomasa en

cualquier estado.

Grado de Molienda

u Biomasa verde 174.42

Biomasa senescente

146.53

TAT geg

mg glucosa liberados/ g P.prionitis

Molienda gruesa Molienda Fina

Figura 2: Glucosa liberada después de la hidrélisis
enzimatica segun el grado de molienda de la biomasa.
Se utilizé el secretoma de G. applanatum como agente de
pretratamiento. Se muestran los valores de glucosa
liberada por el proceso total. No existen diferencias
estadisticamente significativas (Prueba T, p< 0,05) entre
tipos de biomasa. Las barras de error corresponden a la

desviacién estandar.

Porcentaje de Celulosa hidrolizada

Como puede observarse en la tabla lll,
ninguno de los pretratamientos utilizados
convencionalmente en los procesos de
de

degradar

obtencion etanol lignocelulésico

consigue una cantidad

sustancial de celulosa.

Como se detalld6 anteriormente, la

biomasa pretratada con los secretomas
fungicos resulta mas eficiente que los

pretratamientos convencionales,
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alcanzando valores de hidrélisis de la
celulosa presente en la pared celular de
alrededor del 50%, cuando se utiliza el
secretoma de G. applanatum sobre la

biomasa finamente molida de P. prionitis.

% Celulosa hidrolizada

Biomasa Biomasa
Verde senescente
Acido fosférico 1.4 0.1
Lignina Peroxidasa 0.2 0.9
Manganeso Peroxidasa 1 0.8
Lacasa 0.6 0.6
P. sanguineus 2 7.9
G. applanatum 20.3 16.9
G. applanatum (molienda fina) 47.5 37.2

Tabla Ill: Porcentaje de celulosa hidrolizada. Se
muestran los porcentajes de celulosa hidrolizada en cada
pretratamiento ensayado. Los calculos fueron realizados
utilizando los valores de glucosa liberada por el proceso
total. Se consider6 despreciable el aporte de glucosa

proveniente de la hemicelulosa.

Analisis de Secretomas fungicos

Las proteinas presentes en el secretoma
de P. sanguineus y de G. applanatum
fueron clasificadas funcionalmente de
acuerdo a su rol biolégico como se indica
en las Figuras 3 y 4, respectivamente. Las
179 proteinas caracterizadas en el
secretoma de P. sanguineus se agruparon
en: enzimas degradantes de
(10%),
(2%),

proteinas

lignina
celulasas
(25%),
(48%),

unioén

hemicelulasas (2%),
glucésido  hidrolasas
no caracterizadas
proteinas moédulo de
carbohidratos (3%) y otras (10%). En

referencia al secretoma de G. applanatum,

con a

los 73 polipéptidos identificados se

clasificaron en: enzimas degradantes de

lignina (7%), hemicelulasas (13%),
UNIVERSIDAD CENTENARIO
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celulasas (3%), hidrolasas
(11%), proteinas no caracterizadas (22%),

y otras (44%)).

glucosido

Clasificacion funcional de proteinas encontradas en el secretoma de P.sanguineus

Proteinas con modulo de
—unién a carbohidrato
3%

_Enzimas degredantes de
lignina
10%
— Hemicelulasas

Otras
10% o

———_Glucdsido hidrolasas

25%

Proteinas no_-
caracterizadas
48%

Celulasas

Clasificacion funcional de proteinas encontradas en el secretoma de
G.applanatum

Enzimas
degredantes de
lignina
1%

_Hemicelulasas
13%

_Glucésido hidrolasas
’ 1%

e _Celulasas
3%

Proteinas no
caracterizadas
22%

Figura 3 y 4: Clasificacién funcional de proteinas del
secretoma de P. sanguineus y G. applanatum,

respectivamente.

Conclusiones
El presente trabajo demuestra que la
biomasa de P. prionitis puede ser
considerada como una potencial fuente de
bioetanol de

segunda  generacion,

pudiendo contribuir a la generacion de

=\ni= Asociacién de Universidades
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nuevas actividades econdémicas en las
areas marginales donde se desarrolla.

El uso de secretomas fungicos como
agentes de pretratamiento biologico
permitid hidrolizar cerca del 50% de la
celulosa presente en la pared celular de
dicha biomasa. ElI estudio de los
secretomas de las especies fungicas
utilizadas indica que el 34 y 42% de las
enzimas secretadas por G. applanatum y
P. sanguineus, respectivamente, se
encuentran asociadas a los procesos de
degradacion de materiales
lignocelulsicos.

Este es el primer estudio que muestra la
potencialidad de utilizacion de P. prionitis
de bioetanol,

como fuente potencial

mediante la utilizacion de secretomas
fangicos como agentes de pretratamiento.
Es necesaria la conduccion de nuevas
investigaciones que permitan optimizarr el
proceso de sacarificacion y desarrollar
procesos rentables para la obtenciéon de

las principales proteinas lignocelulésicas a

gran escala.
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