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XNTRODUCCJ:Oil 

El. inter~e en la utilizaci.Sn en 1,os materiBlea de 

desecho de las plantas han dado consid'~rable atenci6n -
1 

a estudio• acerca de las enzimas que d
1

egradan fracciones 

de hemioel.u1osa de las paredes celu1arrs de las plantas. 

La determinaoi.Sn de los tipos principa~ea y caracteríat! 

cas estructura1ea b'sicas de loa polis~cáridos que for--
' man la hemicelu1osa; entre las que la ~ilana tiene una 
! 

posici6n importante; han contribuído sustancia1mente a 

la intensificaci6n de los estudio• de ~a enzima que de-­

grada a .. le. .xilana: las XXLANASAS. 

¡ 

En este contexto se han recopilado la mayor parte -

de la litera.tura sobre estas enzimas, ios sustratos de-­
! 

gradablee o no degradables dandole mayor importancia a -
! • 

la xilana por su amplia distribuci.Sn; t a los microor~n-

nismos que las producen aunque se daráiuna lista de elloi;; 
1 

se mencionaran en detalle s61o los másjeetudiados, los -

diferentes m~todos de estudio, sus propiedades fisicoqu! 
! 

micas y ca~alíticas, sus usos y aplica~iones. 
1 

¡ 

se han llevado a cabo muchos estu~ios sobre los usoe. 

industrial.es de amilaaaa y celu1asns. Sin embargo sdlo -

se han publ.icado reportes acerca de la~ xilanasas, pero 
1 

no por ello menoe importantes. '¡ 

1 



Los estudios realizados hasta 1985 han intentado -

producir a estas enzimas, purificarias, carcterizarlae, 

estudiar su estructura y modos de acci6n. Esto es muy -

importante ya que a partir de ello podemos elucidar la 

estructura de muchos polisacáridos entre otras de eus -

apiicaciones. 
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CAPI!rULO J: 

LAS XILANASAS 

E•tas enzi.ma• puedoa sera (~.3)-B-J>-xil.anaeas y/o (1.4)­

B-D-xil.anasa•• 

1.- (l.,3)-B-J>-XJ:LANASAS. 

l..1..- Definicidn. 

Son enzimas hidrol.~ticas (l.,3)-B-D-xile.nxilanohidro­

laaaa capaces de hidrol.izar (1,3)-B-D-xil.anos, BC 3.2.1.7~ 

o D-xilosa y D-xil.ooligoeacdridos; endo-(1,3)-B-D-xilan'"a­

saa, BC 3.2.1.32. 

1.2.- Puentes Productoras. 

Las (1,3)-B-D-xil.anasas aon producidas por varia• -
cepas de bacterias de ambiente marinos al.pe marinas vez­

de•, pardaa y rojas, hongo• terre•trea, por ejempl.o; ---­

Aspergi.11.us batatae, Chaetomium gl.obosUl!l ~ ~ l.acteup. 



En un •Gtudio real.:1.zado se encontró que al.gunae b•.!! 

t•riaa y hongos producen 1ae (1,3)-B-D-xi1anaaa y 1ae -­

(1,4)-B-D-xi1anasaa que aon secretadas extrace1uJ.armente. 

De 64 cepas de microorsan:1.amoa •• encontr6 que un -

minimo de 40 poseían actividad (1,3)-B-D-xi1anaaae y 36 

cepaa fueron capacea d• hidro1izar (1,4)-B-D-xi1anae, cg, 

mo se muestra en 1a aiguient• tab1aJ 

Tipos de 

microor­

gani-o e 

a1gaa ro;lae 

:r pardas 

bacterias 

de aedimen­

to marino 

bacterias 

de agua de 

mar 

'l!ota1 

'!rab1a 1 

n'dmero de cepas n'dmero de cepas de microorgani­

de mi.croorgani~ moa que degradan (1,3)-B-D-xi1-

moa que deecom- naa con potente actividad: 

ponen (1, 3)-B­

D-xi1anae 

30 

27 

7 

64 

(1,3)-B-D­

xi1e.nesa 

18 

17 

5 

40 

(1,4)-B-D­

xi1!'1.fte.ea 

18 

1.5 

3 

36 
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Al.guno• hongo• producen (l.,3)-B-D-x:l.l.ana-• con•ti­
tut:l.vaaente, ad•m'• de (l.,4)-B-D-x:l.l.ana•aa, cuando ee ~ 

cul.t:l.varon en UD aed:l.o compue•to 4• sal.vado de tr:I.~, -­
gluco•a y cel.ul.oaa. Un eatw!:l.o comparativo de l.a produo­

cidn de x:l.lanaeaa por Chatomium gl.obo•ua mo9trd act:l.vi-­

dad máx:ima 4e (l,4)-B-:D-x:l.laaa8&• de•pu4• de 3 d!a• 4e -
crecimiento, mientra• que la produccidn dpt1ma de (l.,3)­

B-D-x:l.lana11&a fue 4••Pu4• de 5 d!a•. 

Para la :l.Dve•tipoidn 4e l.a act:l.vidad de (l.,3)-B-D­

x:l.lana•a han •ido normal.mente ueado• como tnaetrato ----­
(l., 3)-B-D-xil.ana• a:l.91.ada• 4• al.saa aar:lnaa como Ha1ille4a 
oaaeata, Cauperpa cuneata 7 cauperpa brach,ypu•. 

1.3.- Puri.ficacidn. 

La purificac:l.dn 4• la• (1,3)-B-D-x:l.l.anaaa• •e ha h.!, 

cho mediante prec1p1tao16n con •ulfato de amonio 7/0 --­
acetoaa, con el.ectrofore•ie 7 ut1l.1zando al.a1dda coao Ja!. 
dio tren•portador a un pH B.7. 

l..4.- Prop1edad•• fi•icoqu!micaa. 

Se hall real.izado poco• ••tudio• •obre l.•• (l., 3)-B-D­

xila.na•ae, por el.lo •l. p••o •olecular, punto 1•o•l.4ctri­
co, Km, pH, temperatura dptilla 7 e•tabl.e, 4• ••ta compo­

•ic:l.dn 4• amino,cido• no han •ido reportad••• TA que •• 

l.e ha dado 111a7or importancia a la• (l.,4)-B-D-x1lana•••• 
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1.5.- J.iodo de acoi6n. 

El modo de aooi6n de la (l,3)-B-D-xilenasa fue es­

tudiado por los investigadoree S.Pukui, T.Suzuki, K.K. 

Kitahara y T.Miwa, utilizando como mioroorge.nismos pro­

ductor de ia enzima a1 hongo Chaetomium globosum y em-­

pleando una preparacidn purificada libre de actividad 

al.fa amilasa, celU1asa y (l,4)-B-D-xil~nasa. (18) 

Esta preparaci6n degradd (l,3)-B-D-xilana provenie~ 

te de1 a1ga Cauperpa cnneata, cuyas características son: 

d.p (grado de polimerizaoi6n) 40-50, neso molecular= --­

(5 x 103 a 6. x 103 ) p~oduciendo e6lo ~-xilosa. La ausen­

cia de alg'Wi D-x:i.looligosac~.rido en los productos de hi­

drdlieis enzimática sugiere que la enzima puede ser de -

tipo e:xoenzi.ma. 

A1. actuar la (l,3)-B-D-xilunasa sobre los (l,3)-B­

D-xilooligosacá'.ridos de d.p. 3-6 fueron degradados prin­

cipal.mente a xilosa y algo de xilobiosa (X2 ) l~ que fue 

degradada lentamente a xilosa. El ataque de (l,3)-B-D-x! 

lanasa sobre estos xilooligosacár:i.dos fue en el siguien­

te orden: xilohexosa"> xilopentosa> xilotetraosa> xilo--­

trioaa, llevando a cabo la hidr6lisie durante una hora. 

Las (1 .. 3)-~D-xil.a."las:;i.s de el. ti-po endo, no han sido de­

tectadas. ( 18) 
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OAP:rt'ULO rr 

2.1.- DefiDicidn. 

Son aqul1J.a• enzima• capacea d• hid:rdlimar eD1acea 

(l..4)-B-D-xilop1ranoa11 d• 1ae (1.4)-B-D-xilana•• ••P•­
c1.a1aente arab:f.nox11-, a:rabinog1ucu.r1Uloxi1ema, arabino 

-4-0-e'Hl-D-gJ.ucuronoX11aaa y g1ucunm.ox1lana. Laa ensJ 
mas de lete tipo baD •ido d•aiszuu!a• por la comiaida de 
ezus:lllaa con· loa ndmero• B.O 3.2.1.8 a 1as (l,4)-B-D-zi--

1anxilanohidro1a-•, eDdo x11ana• T 3.2.1.37 a laa -
(l.4)-Bo-D-xilanxilanoh1dro1aea, exo zilanaaa. 

2.2.- Puentee Productos-as. 

Bata• xilanaea• ae han encontrado en bacteria• de -
ambiente aar1lle T terreet:r9; en hongo• e4p:rof1toe, fito­

patdgenoa T fo:rma4orea de micoJ."l"iza, bacterias d•1 ruae~ 
protozoario•• :f.naectoe, caracolee d• tierra, cruet4oeoa; 

algas marinas T ••millas e!• planta• terreatrea en germi-
11&oidn (ver tabl.a 2). Sin embarao eu preeencia no ba •i­

do de=oatrada en t•3i4o• de animal•• Ter1iebra.4oe (t~es 

to del tracto gastroixlt••t~), en ta1•• anillal.•• iACl.!i; 
;yendo el hombre 1a acti•idad. de la B-D-zi1ana .. H debe 
a 1a :nora aicrobia.na. 
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.Ba. 1o• oruat4oeoa :i.nT•rt•bradoa; Aataoua f'l.uviat&-­
!ll ;r H•maru• VUl.pria, 1a gJ.llndu1a h•patopúcrea• con.-­

t1•n•• B-D-xilanaaa •• sus jugo• •1geativoa. 

~biln •• han encontrado inaeoto• x1lo1.'llgtco• que 
contiene• l>-xilana .. ; •in embargo •1 origen de aeta• •:a.­
Billa• no ha e14• 4•t•rm1Da4o; F lata• pu•d•a ••r obten1-

4ae de •1 tracto digeativo o 4• protozoo• aiabidticoa -­
babi tantea 4•1 tracto digeativo. 

Bn semil.laa •A germinaoida. tambi&n •• encuentran -
B-I>-xil.&Jlaaa; aquf •• preeum• que 11e encuentra ea l.a ca­

pa 4• al.euroaa 4• 4on4• aon ••creta4aa. r.. aem111a 4• l..!, 
SWDil'lo.. tropioa1 Sty1oaanthea humilia no aiaacena a loa 

oaracterfetico• po11eaci!ridoa de r~aerva tl!ll.ea como e~ -

al.aidln T gal.ao'taaanena, co11tdn de otras eemillaa de l.•«!! 
mino .. , pero •• ba moatra4o que con'tien• una gran propo,E 
oidn de una arabinoxilana l.a cual •• probablemente meta­
bolizada ;r conatitu;re l.a de energía durante la germina-­

cida. Ea tal•• aemillaa por lo tanto, el •iet•ma B-D-xi­
lanaaa deb9 ju.gar un papel fi•ioldgtco importante, F ba 

aido demoatrado que, durante la ge:rminacidn, la aotivi-­

dad B-D-xilanaaa •• de grande que cual.quiera de loa -­
otro• componente• de la carbohidraaa. 
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Las bacterias y h·:mgos enl.istadoa en le. tab1a n'6m~ 

ro 2 secretan :S-D-xi1anasas extrace1ularmente. Sin em-­

bargo algunas bacterias del. rumen, proto?.oarios, Sporo­

cytophaffS m.yxococc~ides y Asper5il1us niper; tambi'n -­

produce11 B-D-xi1ana.sae intracel.uJ.a:nnente. 
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h.b1a 2 

XXX.- PUENTES DE D-XXLANASAS 

Bacteria• 
a).- ambiente terreatre 

Actinom.yoetee 

BacU.1ue !U! 

Baci11ue p01Yl!lYX& 
B&oi11ue eubti1i• 

Ce11vibrio ~ul.vue 

91oatridiua ep 

Microbiospora rosea 
•ioroaono~pora cba1cea 

ftocard1a cora11ina 

Sporocytophaga myxoooccoides 

Streptovcee ep 
Strepto&CH ( Q!,IB-814) 

strepto~:oes a1bogriee~1ue 

Streptomyceo a1bus 

Streptoucee o1ivaceua 

Streptom.ycee XJ'1ophag91. 
b).- ambiente m~rino 

bacterias de especie• adn ao 1dent1~1oa4a• 



Hongo• 
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Ag!.ricua bioepor\.9 
A1te:rnaria acremonium 

A9perfd.11ua b&tatae 
Aapergi11ua niger 
A•pergil.1ua niger Tan ~ieghem 

Aaperfd.11ua o:r;rzae 

Aepergi11ua ao~•• 
A•p•rgi11ua terreua 

A•p•r6j.11ua went&a, 

Btttrzo•pha•ria ribie 
Cepba1oaporium acr.monium 

Cephal.otpor&um f&COha!j. 

C~ra.tocyati• paradoxa 

C~rooepora me1oni• 
CMetomium ap 
Ohaetomiu~ ();1.oboaum 

CMetomiU!'I p;1oboaU!ll var. a:r:ria• 

Chi;,etomiWll tr11atera1e 

,Chrz•oapori'U!! 11enoFUI! 
Oo11etotrichum $rif'o1ii 

Oo117bia Te1utip•• 

Ooniophora cereb•11• 
Ooniophora puteana 

azt~apora •p 
pip1odia Tit1oo1a 
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Echinodentiuna teugíco1a 

l'om•• annoau. 

l'oaea igiariu• 

l'om•• marginaty 

l'ueariua •p 

l'u.eariua roeeua 

Gibbere11a .. binetti 

Gl.ocoph.y11wn •••pia!j.U!! 
G1omere11a cine;u],ata 

He1m1Dthoaporium •p 

Irpex 1acteua 

Lenzite• •a•piaria 

.. croaporiua batatico1a 

l!ara-iu. eacchar3, 

Meru11ua 1B.C!7Jll8D• 

Meru11ua s11vester 

M.yrothecium verrucaria 

Heurospora sp 

Oxi.poru1 sp 

Penic1111ua •p 

Pen1ci111um cyc1opium 

Penic111i'Wll digitatwa 

Ptin1c1111wn ~unicuJ.osum 

Penic1111um 3anth1.ne11wa 

Pen1o1111.U11 janth1.n•11um (B10urf!) 

Pen1c1111um p:Lnophi1ua 

Pen1ci111um !'U6Ul,oeum 
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Penici11ium verrucu1oswa 

Penici11ium viridicatum 

Pericul.a.ria or:rzae 

Phel1:1.nus ie:niaru• 

Pol1poru• betul.inua 

Pol.rporua schweizl:l.tz:l.i 

Poria sp 

Rhizoctonia ao1enii 

Bh:l.zopue sp 

Rhizop1111 n:l.veus 

Rhizopu• trit:l.c! 

Schizophy11um commune 

Scl.erotinia aclerotiorua 

Sc1erotium ro1fsi:I. 

Stereum sanguino1entum 

~etes g:l.bbe .. 

Tremetes pini 

Trametea versicolor 

Tricboderma ep 

Trichoderma koninfé 

Trt.choderma vt.ride 

Trichode:rma lip:nOruJ! 

Vertici11ium dahl:l.ae 

Vertici11ium 1aterit:l.um 
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HonGO• fo:nnadores de micorriza 

.Amanita muscaria 

L~ccinua scabrum 

Paxil.l.us invol.utus 

Suil.l.ua aeroginaacena 

Suil.l.ua bovinua 

Suil.l.ua l.uteus 

Suil.l.ua tridentinua 

Suil.l.us variee;at!!! 

Xerocornus badius. 

Hongos mes6fil.oa y term6fil.os 

aisl.ados de semil.l.as de cebada 

HonP.Oe Basidiomycetes como: 

Trsmetes suaveol.ens 

Trs.metee guercina 

~etea hirsuta 

Poria medul.a pani• 

Bacterias del. rumen 

Bacil.l.ua firmua 

Bacte:roidea 

Bacteroid.ea amyl.ogenes 

Bacteroides rumin!col.a 

Bacteroidea euccinogenea 

Butyrivibrio ep 
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Butzriv:lbr:lo fibrisol.vens 

Cl.o•tridiua ap 

Ruai.noooocu• al.bu• 

Ru:ll.Dococcu• fl.avefacien• 

Mezcl.a de Bacterias del. caecum 

;r del. ruaen 

Protozoario• cil.iado• del. rumen 

BpidiDiUJa ecaudatUl!l (Crawl.er) 
Ent!fdinium •p 

Ereaopl.a•tron bovi• 

Pol:rpl.aatron mul.tiveeioul.atum 

(Dogie1 ;r Pedorowa) 

Eudipl.od:lnium mediUlll 

Anirn:üea invertebrados 

Anthaxia oorint~ia 
Aetrl.cus fl.uv:latil.1• 

Gzp•onollll!I. aceriana 

HeU.x aspera 

Hel.ix pomat:la 

Home.rus vul.e:ari• M-E 

Ip•typop;raphua L 

•el.enoph:ll.a piota 

Mel.enop~\19 bivittatua 

Pol.Yph;rl.l.a ful.l.e 
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llbafd.um inguisi tor L 

Sc:lapteron tebaniformi1 

Semi11a1 d• p1anta1 terre1tre1. 

~:lfo1ium aubterre.num (Da1:lald 

Stz1oaanthea hum:l1ie (towaev:l11e Strlo) 

cebada, ma.i~. arrom. trigo, avena. 

Oladephora :rupeatrie 

Laminaria digitata 

Rhoc!zmenia pa1mata• 

Ulva 1aotuca, 

Esta tab1a no1 muestra. ca•:l de una manera mu.y coa­

pleta 1a• bacteria•• hongo•• a1gaa. aemi11ae, etc., pro­

duotQrea 4• (l,4)-B-D-xiJ.aDasa. 

De acuerdo a 1a 1itera:tura 4• 1a• (1,3)-B-D-x:t.1ana­

eaa 7 1aa (l,4)-B-D-xil&Daaasr 1ae aegundas han aido las 

m4• estudiadas 7 por ello este trabajo •• enfocari mi• a 

••tas, prilÍcipalment• a la• en4o-(l,4)-B-D-x11anaa~•· 

Aunque 1a tabla anter:lor DO! :lnd:lca 4• una ll&llaera -

~a&i comp1eta la! fuente• de B-D-xi1ana1as; ae aenc:lozum 

de manera especial a aque11•• hODBO• 7 bacteria• ia4a --
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estudiado& 7a que 4atos han p6:ímitido caracterizar a la• 

B-D-xil.ana-a. Dentro de 4sto• aicroorsani-o• •• tiene 

a1 Bac:illue sp, Bacill.u• circul.ana, Bac:illue subtilia, -

Streptol!ll'C•• •P• StreptOl!lJ'Ce• a1bua, StreptOD1.YOOB xilo-­

pbague, Aapergillue n:ipr van ~ieg!!em, Aapergmue ninr, 

Aspergi11ua orzzne, Ceratoc1at:ia paradoxa, Cr;yptococcu• 

a1b:idue, PusariWll roseum, J:rpex 1acteua, Schi.zoph.Jllum 

commune, Tri.chode:rnia v:iri.de, ~metes hirsuta. 

n Bacil1ua cirou1an• WL-l.2 cultivado en medio 1fqu,;' 

do con x:il.ano como Wit.ca fuente de carbono secreta doe -

endo B-D-x1lanasaa A 7 B respectivamente 7 una B-D-xilo­

sida.sa. 

Las xilanasas A y B·han sido caracterizadas con rea 

pecto a su ¡irincipa1 pa:ntmetro f'iaicoqufm:ioo 7 la B-D-x,! 

1osidasa por su baja estabi1idad. (22) 

El Bac111ue !p degradd xilano a1•1ad• d• E!2!!!, 

aitcheneis, encont~oao l.a nulxiaa actividad de 1a xi1~ 

nasa al qui.nto día de c:roc:imie:nto 7 libre de actividad -

amilasa y proteaea. (23) 

De l.01 mueatras de e•tiorcd1 de avea co1ectadas en 

Hokkaido, •• aialaron 64 cepas de Streptom1oea en 1aa ~ 

que se dete:nnino eu capacidad para producir 1a B-D-xil.a­

nasa, y se enoontrd que tenían una baja capacidad para -
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produc:Lr la B-D-x:L1anaea; excepto Streptorn.ycee a1bogri­

eeo1ut cepa 1AK0031 7 Strepto111.Tc•• o11vaceut 1 Al! 0025. 
S:ill embarBO tenien4o como antecedente 4•t• t:raba~o 7 ~ 
con base en e1 oonoo:l.miento 4e la capao:Ldad que tiene -­

Streptom.yces xi1ophagu.p en degradar la aadera, •• reali­
z6 una :l.nveet:l.gaci6n 4• eeta oepa. la cual ao•t.rd una -.. 
ext:rao:rd:Lnaria capacidad de produocidn de B-D-xil.anaeas 

dicha capacia.4 eetuvo :l.Df'l.uenoiada por las condicione• 

4• cultivo, principalmente •u pH 7 •u :tuente de carbono. 

(30) (31) ., (34) 

Conociendo que 1a Jll81'0r!a 4• 1o• Ba•idiom.vcete1 
util.:Lzaa como fuente de carbono,.a 1a madera,•• h:l.zo un -

eatud:Lo con eetoe honeo• encontrando•• que·, ~etes hir 
suta, ~remetes euaveolene, Trame~es versico1or, Trametes 
guerc:Lna 7 Poria ~edu1a p!U'lis: producen bastante cantida, 

de B-D-xilanasa extrscelular mo•trnndcee •u actividad -
Dllixima entre los l.2 a 20 d!as 4e incubac:Ldn. La ~uente -

de carbono ut11:Lza4a ~ue •1 aserr!n 4• sauce. Adem«e de 

1a actividad B-D-xi.l.anaea •• 4etectf actividad B-D-xilo­
e:Ldadea, B-D-S1ucoei4asa. B-D-pl.aotoe14aea, oelulaaa ., 

aai.l.aea. (50) (51) 

Crzptococeue aJ.bidu9.- Beta 1eva4ura ba e:Ldo m~ -­
eetudiada ., •e ba observado que 4uraate tu 01'90illl:l.•nto -

en B-(J.,4)-xil.ana• de madera, produce a1 meno• 40• enz:L­
mae que convierten e1 pol:Lekcárido a xi1o•a catabo11zada 
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por la11 ollul.a•. La• enzima11 aecretadas en eran can"tidad 

en •l cul.tivo líquido fueron identificada• como una eAdo­

(1,4)-B-D-xilanaaa. 7 una aegunda enzima unida •'la cllu­
la, como una B-xi1011ida11a (xi.lobiaea). (6) 

Jl'ueariWll roeeum.- Cuando crece •obre UD medio que -

contiene xilana produce un •i•tema D-xilanaea ex"tracelu­

lar acompaftada por la actividad de celul.a••• (25) 

r.v. Gorbacheva 7 N.A.Rodioaova (27) realizar6a un 

e11tudio 11obre la purificacida 7 carac"terizacidn de una -

endo-(l,4)-B-D-xil.ana11a producida por Aspergillu11 niger 

crecido 11obre xilana y xilool.igoaácllridos. E11"ta enzima -

resulto tener cierta •imiltud en propiedad.e• con la endo 

(1,4)-B-D-xilanaaa producida por Coniophora cerebella.-­

utilizada por Xing (37) para estudiar el mecanismo de 1• 

h:1dr6liei• enziútica del (4-0-metilglucurono-D-xilano) 

del ál.am.o; 7 d• igual peso molecular que la endo-(1,4)-­

B-D-xilana- de Stereum eanguinolentv.m ai•lada por --­

Krj.Jceson 7 Petereon. Varad! 7 colaboradore• aislaron a -

la enzima de SchiZOJLhyllua comawae al. crecer en cul"tivow 

eatacionarioe 7 eumergido• (58), U88.J14o como fuen"te de -

carbono principal, a11err!n de h&7& 7 aep~dola de 1• 

cel.ulaea. 

Asperg111ue niger van Tieghem.- En cul."tivo• de "tri· 

go roji produce tre• tipoe de xilanaaas denominadas r, -
rr, rrx, ].a~ que fueron diferentes en"tre s{. (72) 
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Otra cepa de Al!lpergil.l.ua n:Lger, a:Lsl.ada en UD bo•­

que trop:Lcal de A:Cr:Lca. mo•trd ser una fuente rica de -­
enzima• que desradan x:Llano. produciendo o:Lnoo x:Ll.an&•a• 

extracel.ul.are• T una B-xil.o•:l.daaa; con s:Lstemas s:Lmil­

re• a l.aa reportada• para 1• oepa de A•pergi.111111 ni.ger -
de E.V.Gorbacheva; Chaetomi.um gl.oboeUlll, Cbaetomiwa tr:L1a­

tera1•• Con:Lophora cerebel.l.a 'T T:nuaete• h:Lrau11a, 4atas -

aparte de produci.r act:Lv:Ldad x:Ll.ana•a, producen aot:Lv:L~ 

dad B-xi1osidasa; a:Lsl.ada• del. mismo s:Ltio. 

Tx-iohode:i:!llla v:Lride.- Tamb:L4n ha •ido aapl:Lamente 

e•tudiado en 1a obteno:L6a. a:L•l.aa:Lento 'T pur:Lf:Lcao:Ldn de 

su B-D-xilana•a por s.Ha8h:Lmoto• E.Muraaat•u T M.l'uraat8u, 

estos :Lnvestigadorea encontraron que cuando crecia sobre 

sal.vado de tri.go produce do• t:Lpos de x:Ll.a.na.aae, de laa 

cual.es un.a se l.ogrd !rlisl.ar. (28) 

Bstud:Lo• p1'9v:lo• en l.as enz:Lmas hea:Lcel.ul.ooicaa -
produc:Ld&e por 'fri.ohoder11a Reeee:L Cll-9414 ••ftal.an que ~ 

c:Lnco dif'erentes exoenz:lma• de xilana- de tipo• endoea­

z:Lma está presente• en el. l.iqui.do extracel.ul.ar produci­

do por el. honco cuando 01'9c:L6 en ld.l.aaa. (19) 

La endo-(l.,4)-B-D-xil.anaea produo:Lda por el bongo -

Erpex l.acteus (Pol.i.poru. tul.ipiferae), es l.a 1114• recien­

temente eetud:Lada por C.Hoebl.er T J.M Br:Ll.lovet (29), •e 

observ6 qu. t:Lene c:Lertae caracteri•t:Lcas a:Lm:Ll.are• a l.a 
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xil.anasa de Tramete• h~rsuta. Le. produccidn de xi-­

l.anaeae ;Junto con cel.ul.asa •• reporta en l.ae l.evad!! 

ra• del. g'n•ro ~ichoaporon. (67) 
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CAPl'.TULO U:I 

J.1..- SUSTRATOS. 

Diferente• fuentes de Hemicel.ul.osa de plantas terre~ 

trea y ma~s han sido general.mente uaados en 1.a invea­

tigaci6n para 1.a obtenei6n de 1.as D-xil.anaeae. Loa aua-­

tratoa m4e comdnmente usados sons arabinoxil.ana. .!!:!l!!-­
noe;lucuroxilana. ducuronoxil.c.na y xil.l'mas. Siendo 1.oa -

dos 61.timoa sustratos poco aol.ubles en agua. Loe deriv­

doa sol.ubl.es de xil.ana que han sido empl.eadoe incluyen a 

0-(carboximetil.)-~xilana y 0-(-2-hidroxietil-)-D-xil.ana. 

Otro• suetratoa usadoe eon: sal sddica de carboxi-­

metil. celul.osa, avicel., cel.ul.oea, arabin~n. ara.binoge.l.ac­

~. ilcido pol.1e;a1actur6nico. l!!a.nan de levadura, dextra­

~· l.aminarizla; a:lsl.ada de l.a al.ea Lamina.ria saccharina 

y Lmainaria digt.tata principal.mente; p=nit:rofenil al.fa-­

D-61.ucopircnosido• al.f-D-galactopirnnosido, B-D-sal.ac­

topiranosido, al.fa-L-fucopiranosido• 0-nit:rofenil-B-D--­

xilopirt>nosido, e~d:lo carboximetil.xi'.1.~m~., plActomanosa, 

4=0-metil.glucuronoxilRDB, 'cido pectico, metil-:S-D-xilo­

pirenosiclo, pect1na.. 1-arabino-D-gl.ucuruno-D-x:ll.anas 'I' -

xilool.igosacáridos. 
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Las estructuras químice.s de 'stoe compuestos ea -­

muy ampl.ia y compl.eja pudiendo ser tema de otro trabajo. 

Por l.o tanto ae describe s61o l.o más importante de l.as -

xil.anas; sustratos de mayor importancia en l.a obtenci6n 

de l.ae xil.anasas. 

LAS XILANAS.- Son las hemicel.ul.osas dominantes en -

p1antas en todas l.as especies de gramíneas. Hirst y su. 

col.abora.dores, en l.oe primeros y ahora cl.ásicos estudios 

de l.ae xil.anae de l.a hierba de esparto, dieron por eeta­

bl.ecido que l.ae xil.anae tienen residuos B-D-pira.noeil. -

unidos por enl.aces (1,4). Esta ea l.a característica que 

se encuentra en todas l.ae xil.anae, y es definitiva en -­

xil.anas de pl.antas terrestres. Las heteroxi1anae no endoi 

permicos, aisl.ados de pl.antas por Hirst y Col.a., tienen 

grupos L-arabinofuranosil. terminal.es no reductores, uni­

dos a pocos residuos de xil.osa en l.ae posiciones C-3, y 

l.oa residuos de ácido D-g1,ucupire.noeil.ur6nico, a l.oa de­

rivados 4-0-metil., en pocas posiciones C-2; otras carac­

terísticas estructural.es, al.gunae de l.ae cual.es eerm -­

comentadas d1.1rante el. desarrol.l.o del. tema, ee han descu­

bierto en xil.anas de diferentes especies• 

:r... pureza de ~stos compuestos es un prerequieito de 

l.a seguridad de l.oe estudios estructural.es de xil.anas; -

por otro l.ado, es dif!cil. decidir cual.es características 

e~tructural.es están en l.as xil.anae y cual.es en otras he­

micel.ul.osas. Las xil.anas puraz son obtenidas por fraccio 

namientoe de l.oe material.es hemicel.ul.ósicoe, pero tal.es 
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fraccionamientos tienen un aspecto subjetivo, ya que el 

investigador debe establecer o aceptar criterio• de pu-­
reza que, en parte, reflejan eapecul.aciones producidas a 

partir de lo que se ba descubierto y, en parte puede ser 

intuitiva. Loa primeros criterio• 4• pureza estuvieron -

in:fl.uenciados por la hip6teaie atractiva de que 1a celu­

losa debi6 ser biosint•ticamente convertida a xi1ana siD 

la alteraci6n de la cadena unida por enl.acee (l,4). Una 

homoxilana :fu' aislada de esparto, pero Hire~ sefio.J.o qu. 

la tranaformaci6n de glucosa a residuoe xiloea no podr!a 

llevnree a cabo a el nivel del polisacárido. Loe fracci.2 

:uunientoe disefiado• para aislar homoxilanae a partir 4e 

material.e• hemioelul.6sicoa no endosp&rmioa de muchas ~ 

hierbas condujeron a1 aislamiento de xilanae que tienen 

bajas proporciones d~ arabinoaa y residuoe de ácido urd­

nico. 

Loe residuo• no xiloa!dicoe en lee hemicelul.osa• de 

plantas herbaceas fueron, y otro• adn lo son, supuesta-­

mente conaiderado• como arabinosa o saJ,actano•. 

La literatura acerca de las hemicelulosas ea engai'l,2 

ea y confusa por la aceptacidn nada critica y el U•o re­

pe~ido de •atoe t•:rminos. Se ba establecido que, en va-­

riae planta• herbacea•, casi todo el material hemicelul! 

aico ee heteroxilana, y que parte de •1 está compue•to 

de xilena.s complejas y altamente •uetitu!daa en la mayo­

r!a por reaiduoa de arabinosa, y mucho• de gal.acto••· 
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Es evidente que las xilanas de diferentes hierbas 

tienen muchas caracter!eticae estructurales en comán. 

El descubrimiento poco frecuente de ciertas de 'etas -

características, y el descubrimiento nonnal de otras, 

son debidas a la tendencia de concentrarse en el estu­

dio de las xilanas puras de estructuras ya conocidas. 

Actualmente dos puntos de 'atoe estudios eetiin c1aros. 

Primeramente cuando una xilana que tiene ciertas caras 

terísticas estructural.es esta presente en una hierba, 

y esta es conocida, puede ser más fácilmente identifi­

cada en y aislada de, otras especies de hierbas. Segun 

do, las comparaciones de las diferencias cuantitativas 

entre las xil.anas puras de diferentes especies de hie~ 

bas, o d~ diferentes partes de una planta, son de im-~ 

portancia limitada, debido a la influencia de la madu­

raci6n de la planta sobre la composicidn de hemicelu1g 

sas. Las xilanas complejas y alta!!!ente sustitu!da.s son 

probablemente muy comunes pero no tan abundantes en -­

hierbas, como son las menos sustitu!das y más frecuen­

temente aisladas 7 estudiadas. (35) 

Una manera que nos permite la elucidaci6n de la -

estructura de 'etas xilanas, es por el estudio del modo 

de acci6n de la hidr611eis enzimática de las endo-(l,~)-
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B-D-xilanaaae de m1croorgani811loe, por ejemplo; Con ba•• 

a la h1dr611s1• d• laa arab1nox1lanae, por una xilanRea 

d• Streptomycee, se propuso una probable eet:ructura de -

la arabinoxilnna; eepecialmente en eus punto• de ramiti­

cacidn, relacionados a la• unidade• d• arabinoeil, •ugi­

riendo qu• la arab1nox11ana ••ta compuesta de una cadena 

principal de re•iduoa B-D-xilopiranoaa UDidos de manera 

(1,4), loa que est4n preaentee como una •ola unidad d• -

reeiduoe L-arabinofunuaoaa de extremo ne reductor 7 co•o 

unidades 2-0-B-D-xilopiranoeil-L-arabinoturanoaa a trav•• 

de 1aa posicione• 3 de xilosa a la cadena principal.(35) 

El. ~i•i• de loa productos de la accidn de una -­
•ndo-(1, 4 )-B-D-xilanasa de ~nunetee hirsuta sobre el ---

4-0-metil-D-glucurono-D-xilana d• eauce blanco ha reveJ.~ 

do una dietribucidn regular de loe grupoe de 4cidos urd­

nico a el esqueleto de la xilana. (51) 

3.2.- Inducción • :Inductores de Endo-1,4-beta-xile.naea. 

Bxieta ooneiderable contueija de ai las beta-D-xil~ 

naaas de hongo• filamentoso• y bacterias eoa producid•• 

contitutiv81118Jlte o inductivaaente. Las 'beta-D-xilanasas 

bacteriana• ueualmente parecen ser enzimas inducibles. -

Se investigaron loe inductores de beta-D-xilanaaa en •e­

peciea de_Streptom1ces por Nakaniahi y cole. (47) 
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Los estudio• sobre l.a regul.aci6n de xil.anasa• en -­

hongo• son, sin embargo, complicados por el. he.cho de que 

en l.a mayoria de las especies l.a producción de xi1anasae 

eat4 acompañada por l.a producción de enzimas celulol.iti­

cas independientemente de la fu.ente de carbón utilizada 

como soporte del crecimiento. Además, las nwneroaas xil~ 

nasas y cel.ulasa• de loa hongos poseen cierta eapecifioJ. 

dad cruzad& por sustratos. 

El hongo Crrptococcua a1b:ldue parece ser el modelo 

de organismo adecuad~ para la inveatigación de la pro~ 

ducción de beta-D-xil.anasa extracel.ular. La cepa ee inC§: 

pa~ de crecer sobre celul.oaa y su beta-D-x1lanasa preaen 

ta una actividad deapreciable hacia l.a celulosa. La 

beta-D-xil.c..~sa de c. al.b:ld.l!B, conocida como enzima ex-­

tracelular, es tipicamente inducibl.e. 

La s:Lntesis extracel.ul.ar de e:i:ido-l.,4-bet-xil.ena9& 

en el. hongo C!".TJ)tococcus al.b1dua ea de tipo induc1ble. -

Durante el. crecimiento en x1l.azaae de madera el. hongo -­

produce a l.a enzima en cantidades de dos ordenes de mag­

nitud mi.a grande que otras fuentes de carbono, incllq'en­

do l.a xil.oaa. La enzima puede ser inducida en c~l.ulas -

lavadas que crecen en gl.ucosa por el. xilano y beta-l.,4-­

x1l.ool.igo11KC'ridos. Entre loe oligosMC~ridoa solamente -

la xilobiosa no fue degradada extracel.ul.an11ente, por 1o 
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tanto parece aer el. inductor natural. de l.a enzima. La -

x1.l.obio.. como inductor metabol.izabl.• e• e~ectivo a ba--

3a• concentraciones 7 constante di•ponibil.idad para l.•• 

c•J.uJ.aa. A el.evada concentracidn de xil.obiosa el. efecto 

1Dductivo es meno• pronunciado debido a l.a represidn c&­

tab6l.ica por l.o• productos de degradacidn. Se encontrd -

qu. l.a metil. beta-.J>-xil.opiranosido servia coao inductor 

- util.i.zabl.e de bet-D-xil.ana-. La enziaa inducida por 
el. gl.ico•ido parece ••r id•ntica a l.a que se produce por 

l.aa c4l.ul.a• durante •u crecimiento en xil.ana. 

Para establ.ecer el. tipo de regul.acidn de bet-D-xi.­

l.a.nasa en Cryptococcua al.bidua l.as c•J.uJ.aa a• deaarrol.l.,a 

ron. ea medio• que contentan varias hentea de carbono •. -

La vel.ocidad de util.izacidn del. carbono ae evaJ.do indi­

rectBJ11en te midiendo el crecimiento. Despu•a de cuatro -­

días de cul.tivo •• dete:nnind l.a actividad de l.a beta-D--_ 

::ld.l.ana.sa secretada y l.a concentracidn de c•lu1ae (mg. de 

pe•o aeco/m1). La actividad ba3a de la beta-D-xil.ana- ._ 

•e detecto ba3e toda• l.ae condicione• de crecimiento. Bl. 

nivel. -411 a1to de xil.anaea ae determind ea el. medio que 

contiene xi1ano como l.a fuente de carbono. Cuando ae ut~ 

l.izaron carbohidratoa como (gal.actoaa., l.actoaa, D-arabi.­

DO-) 7 ezi el. medi.o basal. (condicione• de cosecha) l.• -

cantidad de beta-D-xilenasa producida por l. ag de c41ul.s 
secas excedid de tres a cinco veces a l.a producida en ~ 
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preaeacia d• otra• fuente& de carbono. El nivel -'• bajo 
de beta-D-x:ll.anaaa ae encontrd en el medio de gl.ucoaa. 

La beta-D-xilana- extracelu1ar puede aer inducida 

en las c•1uiaa que crecen en gl.ucoaa despule de eu tran.1, 

ferencia a1 medio baaal. auplementado con una baja cono•!! 

traci6a de xilana. La Uiduccidn de la enzima ea inhibida 

por la ciclohex:lm.ida que actua como inhibidor de la ein.­

teai• de protebaas citopla~ticaa. El proceao de induc­

cida de beta-D-xilana- ea conaiderado 1 como una einte-­

•1• de aovo de la enziaa 7 no como au f'ormacidn a partir 
de uaa proe:nzi.aa. 

Ya que la xilana •• un polimero grande, que no pue­

de penetrar la membrana pla11111~tica1 debe anticiparse la 

actividad de la xilanaea que ea inducida por alguno• 

fragmento• de xilana formadas por la accidn de los bajoa 

nivel.ea de beta-D-xil.an.a- extracel.ul.ar. Para encontrar 

•l ooapueato relacionado a la eatructura de la xil.ana 7 

que sea responsable de la induccidn, laa cllu1ae que PI'!. 

aentan a:Cnteeia de xilanaaa reprimida, y que crecen en -

gl.ucoaa, se incubaron en el medio basal suplementado, ~ 

con una concentracidn baja de xiloea, y oligoaac~ridoa -

de xil.osa. La glucosa y ga.Jictoea ee incluyeron en loa -­

experimento• de ceao oarbohidratoa·ocuitro1 1 l•• qU9 de -

acuerdo a loa experimento& de crec:lmiento no fueron co­

aideradoa inductores potenciales de la beta-D-xilanasa. 
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Se encontr6 que la beta-D-xilane.ea era inducida por 

todos loa oligoeaca'ridoa de xiloaa probados preeentando 

aproximadamente el miBlllo período log •• La produoci6n de 

la enzima •• detiene deapula de 5-6 h debido probablemea 
te al agota.miento de loa inductorea. 

De acuerdo a las obeervaoionea de la 1nduoci6n de -

beta-D-xila.naea por diferente• concentracionea de xilo-­

biosa. Se puede concluir que la xilobioea.ee el inductoJ 

natural de la en~ima o au precuraor :1.maediato, ver figur 

~ 0.10 
~ -
"" "' "" :¡ o.os _, 
>< 
di 

-

0246810 22 
TIEMPO (h) 

EFECTO DE VARIAS CONCENTRACIONES DE XILOBIOSA SOBRE LA 
SINTESIS DE .S·XILANASA. 
0.005mg/ml (0).0.025m9/ml (l).0.125m9/ml cA>.0.25mi;i/ml(A) V 
0.5m9/m1 ([]). 

La pregunta de que ai loa xilooligoeácáridoa aula 

grandes que la xilobioea funcionarían como inductore• dj 

reotoa se trat6 de responder baa!Úldoae en eu aueceptibi· 

lidad a la hidroliois extraoelular. La xilGbioaa, xilO-·· 

triosa, xilotetraoaa y xilopentaoea •• trataron con e1 • 
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filtrado del cul.tivo dializado obtenido despula del cre­

cimiento de lae c6lul.as en xilana. La actividad de la ~ 

beta-D-xilanaea en las mezclas de incubacidn fue de o.5 
unidadea/ml., que e• mucho mata a1ta que la de la induccidn 

media en el periodo que precede a la aparicidn de la enz,! 

ma inducida. No ocur.1"116 deatrucci6n de x11ob1osa durante 

la 1ncubac16n durante varias horas. La xilotriosa ae h1-

droliz6 principal.mente a xi1obioaa 7 trazas de xilo .. , -

1111.13" lentamente. La xilotetraoea •e hidroliz6 a xilobioaa 

y xilotriosa rápidamente. La x11opentao8& ~ue trana~Orll!:,. 

da a xilobioea, xilotrioea 7 pequefiaa cantidades de xi1,2 

tetraoea 7 xilosa. Ea :t.ntcresante hacer notar que la xj,J,g 

•a ae encontraba en gran cantidad entre lo• producto• de 

la hidrolisi• inicial de todoe loa oligosacáridos proba-

do11. 

En otro exper:l.ntento ae encontrd que la beta-xilana­

aa puede ser inducida en cf1ul.a• lavadas que crecen en -

glucosa por el gl.icoaido eint~tic~. metil beta-D-xilopi­

ranosido. La producci6n de la enzima comienza tardíamen­

te, procede mata lentamente y contin'da por un período máa 

largo que en el caso de 1a induccidn con oligosar.cári4oa 

de xi1oaa, ya que la induccidn de la endoenziaa extrace­

lu1ar por el metil beta-D-xiloaido ful inesperada, a• -­

con•idera neceaario obtener al.guna evidencia que indique 

que le beta-D-xilanaaa inducida por la m•ti1 beta-D-x1l2 

aido corresponde la miEma enzima que es aecretada por -­

las c'lul.aa durante el crecimiento en xilano. (7) 
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3.2.i.- Xnducci6n de X11BDaea en Strentomycea ep. 

En estudios cin,ticoa sobre 1a :1nducci6n de xi1an.a­

ea por beta.-xi1osido en Actinomicetos •• reportd que 1a 

producci6n de xi1anasa por Streptom,yoes sp. No. 3137 a• 

inducida por una variedad de beta-xi1oeidos no metabo1i­

zab1ea, 1oe que mostraron una marcada capacidad de i•--­

duccidn en comparación con 1os inductora• metabo1izab1a• 

tal.ea como 1a xi1ana T substancias re1acioaada•• Los --­

bata-xi1os14os difierea considerab1emente uno de1 otro -

ea 1a capacidad da 1nducci6n. La entrada de 1os beta-xi-

1asidos inducidos en 1os mice1ios se real.izo por un pro­

ceso de difusión, uti1izando como inductores, meti1-beta­

D-xil.osido, isopropi1-beta-D-xi1osido, but11-beta-D-xi12 

sido y et11enoianohidrin-beta-D-xi1oeido e inhibidore~, 

meti1-a1fa-I'--xi1oeido, eti1-a1fa-D-xi1osido e isopropi1-

a1fa-D-xi1osido. 

Bl. sistema de reguJ.aci6n de 1a aintaeia de xi1ana-­

sa en Streptom_yces sp es a111l11ar a1 de 1a •intesi• de -­

beta-gal.actosidasa en Escherichia co1i (46), •1 beta-xi12 

sido que actua como inductor se une :revereib1emente a1 -

represor de xi1anasa. 

A1gwios a1fa-xi1osidos inhibieron no competitiva--­

mente 1a inducción por e1 beta-xi1osido. El grado de inh! 

bicidn fue de1 orden d• a1fa-meti1-D-x11o•ide, a1fa-eti1-

D-xi1osido, a1fa-iaopropi1-D-xi1o•ido. 
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E• iDteresante comparar esto• reeul.tado• con l.a ca­

pacidad d• induoci6n de beta-%11.oeidoe l.a cual. aumenta -

al. :incrementar au l.ong1tu4 en l.a cadena al.kil!ca (de m.et11 

a butil.). 

Se ha encontrado que l.o• al.fa-xil.oaidoe ne 1nact1-­

van a l.a xil.anaea producida. Ade~a, un experi.mento pr~~ 

e11111l1nar aoatrd que l.oe al.fa-xil.oaidoe entran a l.o• mic~ 

l.ioa por difuei6n como l.o hacen ·ioe beta-xil.oaidoe. No -

ae ha estudiado en detal.l.e el. mecenil!!llllo de l.a reprea16n 

por l.os al.fa-xil.oeido•. 

3.3.- Determinaci6n del. grado de po1imerizaci6n de xil.ano• 

Lee mltodo• quimioo• para l.a determ1naci6n del. ~ 

do de pol.imerizaci6n (d.pn) de ol.igo 7 po1ie4caridoe •­

tán basados en l.a medici6n de l.a proporci6n rel.ativa de 

l.oa grupos reductoree terminal.ea. E•to ae ha real.izado -

por l.a conversidn d~ l.os grupos reductor•• te:nninal.ee al. 

correspondiente al.ditol. con borohidruro de sodio, y dete.!: 

minando el. promedio de al.ditol. a azdcar reductor deapula 

de l.a hidrdl.iai• 4oida del. pol.!mero o por l.a liberaci6n 

de formal.deh{do a partir de ios residuos terminal.ea por 

oxidacidn con periodato. Ouando •e apl.ica esto a l.as xi­

l.anae ae requiere del. conocimiento de enl.ace 7a que red~ 

oic!aa l.aa xil.anas unida• por enl.acea (1,3) 7 (l.,4). l.ib~ 

ran dos y waa mo14cul.a de fOl'llal.deh!do respectiva111ente. 
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Un m'todo enz:Lmático para la determi::iac66n del gra­

do de pol.i.merizac1.6a (d.p) para l.ae xil.anas 1.nvol.ucra a 

l.a aorb1tol. deahidrogenaaa que oxida al. xil.itol. en una -

proporci6n de aproximadamente 7(}f.. 

Xil.itol. + NAD ~-----~- D-xil.osa + NADH + 

i'abl.a 3 

Val.orea de grado de pol.1mer1zac16n (d.pn) de al.gunoa el..!, 

gosar.cáridoa y xil.anas. 

SUGi:tmc1a. d. Pn•nzi.Úti.oo d.pnqu.!mico 

xil.ana de Rhodylllenia 

pal.mata 94 86 

xil.ana de Oaul.erpa 

fil.1.f'ormi.11 42 42 

xil.obioaa 1.9 2 

xil.otr10- 2.9 3 
zi.l.otetraosa 4.2 4 

La determina.o16n de d.pn de x1l.anas por el m•todo -

enzimático se encuentra descrito en detal.l.e en l.a refe-­

renci.a. (69) 
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J.4.- Defi.nicidn d• l.a unidad de actividad de B-D-xil.an&•f 

· Be genera1ment• de:tinil!a oomo l.a cantidad de enzi­
ma que ca\.:.S8 l.a l.iberacidn de grupos final.•• reductore• 
correspondientes a l.a fo:niaci6n de un micromol. de D-xil.S 

.. per minuto ~jo condiciones definidas de pH, :tuerza -
i6nica 7 de· temperatura. 

Cuando el. peso aol.ecul.ar del. euatrató pol.:lmero •• -
conocido, l.a unidad de actividad puede ••r expreeada co-
1110 el. ndmero de enl.ace rotoa por mol.éJcul.a por unidad de 

tiempo en el. estado inicial. del. proceso de degradaci6n. 

(l.8) 

3.5.- Pu.rificacidn. 

3.5.1.- Bxtraccidn de B-D-xil.anaeae extracel.u1are•• 

La• D-xil.ana•aa microbiana• aeoretadae extracel.ul.a¡: 

mente preaent•• en el. medio de cul.tivo han •ido concea.-­
tradaa por el. empl.eo de uno o por combinaoidn de l.oe •i­

guiente e precipitantees 



Precipitantes 

(:1) .- etanol 

(ii) .- acetona 
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(iii).- rivanol o adaorcidn por 

intercambio idnioo tal. 

como DEAE-a•fadex 

(iv) .- afinid~ d• enl.ace de la 

D-xilana. inaolubie a 5º0 

(v) .- aul.f'ato de amonio (el 

más comunmente uaado) 

referencias 

37. 58. 62 

58 

15. 16. 28, 32, 52 

3.5.2.- Extraccidn de B-D-x11anas~e intracelul.area. 

Las D-xilanasas intraceiul.ares. de bacterias, 111ice-

1io de hongos. de bacterias del rwnen 7 protozoarios han 

sido extraídas empleando iaa siguientes t~onicas: 

Todas la• ref'erenc:laa se iocal.:lzan en la cita n\1mero (18 



- 35 -

t~cnicas 

(:L) .- hocogenizaci6n en agua o amor­

tiguador seguida de extracci6n 

con amortiguador o X-butanoi. 

(ii) .- rompimiento de la pared celu--

1ar microbiana por pUl.veriza-­

ci6n en amortiguador con per-. 

las de vidrio emplean~o un -­

desintegrador celuJ.ar No•sal.. 

(iii).- lisis de la pared celul.ar mi­

crobiana usando detergente 

(por ejemplo triton x-100). 
{liv) 

(v) 

en una prensa f'ranceea. 

preparaci6n en acetona con 

polvos de mezcla de microorga­

nis~oa (por ejemplo bacterias 

del rum.en y protozoo) y extras 

cione• con agua. 

(vi) .- sonificaci6n. 

ref'erencias 

162, 44, 215, 38 

47, 226, 39, 40, 
42, 44 

94 

42 

232 
217 
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3.5.3.- Separacidn y ~urificaci6n de B-D-xilanaaa•. 

Para ello ae han empleado las siguientes t&cnicas ~or -­

convención usSDdo t'oaicaa de purificación de proteína•• 

B•taa incluyen. 

~&cnioaa referencias 

cromatografía de interoaabio i6nico. 

(i) ·- intercambio anidnico 

DEAE-celul.osa 6, 30, 37 
DEAE-sefadex 15, 16, 28, 29, 

52, 62 

Duolite A-2 

(ii) ·- intercambio catidnico 4 

resinas de amberlite 

CG-50 

resinas rRC-50 (XE-64) 18 

OM-sefadex 6, 22, 28, 29 

CM-celuJ.oea 23, 26, 52, 62 

celulosa fosfato 32 

Cellex-CM 15, 16 

SE-sefadex 62 

Duolite C-10 

hidroxilapatita 26, 32, 62 
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B.- cromatografía por permeabil.idad en 

gel.. 

(i) ·- sefadex G-75 l.8 

sei'adex G-100 18 

sei'adex G-150 8 

sei'adex G-50 24, 26, 2.3, 56 

(ii) .- bio gel. F-l.00 6, 37, 57 
bio gel. F-150 6, 32 

bio gel. P-200 l.5 

c.- enfoque isoel.~ctrico usando esta-

bil.izadores como: 

(i) .- etanodiol. 75~ v/v l.8 

(ii) .- sacarosa 50~ w/v 15, 16, 62 

(iii) .- g1icerol. 22 

D.- zona. de el.ectroferesie usando l.os 

siguiente• medios. 

(i) .- sei'adex G-25 4 
(ii) ·- papel. l.8 

(iii) ·- gel. de pol.iacri.l.amida 4, 6, 22, 26, 

28, 29, 32, 37 
52, 62 

E.- afinidad por J.os er...iaces de D-x1-

l.ana. 18 

P.- cristal.izaci6n. 

(i) .- acetona l.8 

( 11.) .- sul.f'ato de amonio l.8 
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3.5.4.- Criterio ·tte pureza. 

Todas ias preparaciones enzimáticas despu'e de1 --­

dl. timo paso de s&plllr&ci6n y purificación, deben de e1u1E 

se como un s61o punto si.m4trico de actividad y proteína, 

1o que indica que se ha obtenido una prepara.ci6n enzimii­

tica homog4nea. La pureza, ee vueive a eva1uar por eiec­

troforesie en pape1, en ge1 de po1iacr11am.ida o por ---­

eiectroforesis en movimiento 1imitado. 
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CAPrTULO rv 

4.- Propiedade• Pi•icoqu.imicaa de las (l,4)-B-D-Xilanaeaa. 

4.1.- pH 6ptimo. 

La.a D-xilanasaa de hongos son más activas a pH d• 

3.5 a 5.5, 7 son establea en ua rango ~ BJO.p1io, que -

comprende val.oree entre 3 a 10. 

El. sistema D-xilanasae d• Ceratocyetis paredoxa -­

~~ ... un pH 6ptimo para la xilanasa r de 5.5, &ete se -

determin6 en una aoluc16n de enzima (0.02ml) 7 la solu­

ci6n de la hemicelul.oea al 1~, (0.5 ml), incubandoee en 

amortiguador universa1 (citrato-fosfato-borato-barbitu­

rato) (0.5 ml) de varios val.orea de pH durante 30 min. 

a 37°c, seguida por el an~lisis de la fuerza reductora 

(16). 

El. pH dptimo para la Xilanaea Yr del aiatema de .... 

Ceratoczeti• paradoxa, ee determind por incubaci6n de -

la aoluci6n enzilllática (O.Ol) 7 eolucidn de la hemicel~ 

losa (1"• 0.5 ml) en soluc16n de amortiguador universal 

(0.5 1111) a vario• pH durante 30 min. a 45ºc, se.guida --

del ~ieie de la fuerza reductora (15) veas• figura.e 

7 fue de 5.1. 
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La endo (1,4)-B-D-xil.anaea del hongo 1igniperdoeo -

Trametes hirsuta mostró un pH óptimo de 5.0 e. 5.5- cuando 

ae estudio a di:ferentes val.ores de pH (3.5 -8.0) en so'l..!a 

ci6n de amortiguador de acetato (0.1 M) despu's de un -­

tiempo de incubación de 10 min. con el sustrato (1% de -

xi1ano, p/v a 30°c). (51) 

E1 comp1e~o enzi.m¿tico D-xi1anaea de SchizophY11um 

commune present6 un pH óptimo de 5; Trichoderma viride 

produce dos tipos de D-xi1anasas. Una con pH 6ptimo de 

3.5 ~ la otra de 4.5 (28). La xi1anasa de Trichodenna 

peeudokoningii presentó un pH 6ptimo de 5. (4) cuando 

crecid sobre xi1ano y se determind en lllllortiguador de 

citrato de sodio (pH 3), acetato de sodio (pH 4-6), y -­

fos:fato de sodio (pH 6-8) (200m?rl) (4). La D-xilpnasR de 
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Irpex lacteue present6 un pH 6ptimo de 4.2, cuando •• -­

suependi6 la xilfUl& en amortiguador de citrato-foefat< 

(29) 

Una cepa de Aepergillue niger que contiene 5 difere1 

tea endo-(1,4)-B-D-xilana••• •e le eatudiaron loe perfi-

lee de pH 6ptimo y mostraron, diferentes actividadea m.t.= 
x~s entre pH 3 ., 7. La xilanaaa 1-A fue más activa • 
pH 5,.5 a 6.o, la x:l.lana-• 1-B tuvo actividad máxima • 
pH 4.0 a 4.5. El. pH 6ptimo de la xi1anasa 11-A fue de 4. 

Lae curvas de la• actividades de pH de las xilanaeaa ---

11-B y 11-C fueron id4ntica•, con un pH dptimo de 4.0. 

El pH 6ptimo de la xi1anasa 11-B estuvo en e1 rango de 

6.0 a 6.5 con una cantidad de actividad sustancial a --­

pH a.o. Esta eazim& es la primera d• las xilanasaa r•~o~ 

tadas con actividad en un pH a1to (32). Otra x11Anasa de 

una preparaci6n comercial de Asperg:l.llus niger moetr6 

una ac'tividad más al.ta a un pH de 5.0. 

Las D-ltilanasa• bacteriana• (por ejemplo de Bacill~ 

subtilis, Streptomycea xylophsgu• y Bacillus· circulRna) 

tienen un pH máa al.to que las xilana.sas fungicas y aoD -

eatablee a pH de 5.0 a 7.3. 

El. Bacillua circu1ane WL-12'secreta do• endo-B-D-xi 

lsnasas; las A y la B muestran un ra.ngo de actividad ---
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6ptima a pH dptimo de 5.5 a 7.0. Un Bacillus ap secreta 

mua endo-xilRnasa que purificada present6 un pH dptimo -

d• 6.1 a 6.7. 

4.2.- pH eatable. 

Como antes mencion&1110• la• D-xi1anaea de hongos --­

presentaa un amplio rengo de pH eatab1•, de aproximada-­

mente de 3- a 10. En hongo Triuaete• hirsuta, se inveeti­

gd a la enzillla dentro de un rango de pH de 2.0 a 5.5 du.­

rante 6 horas a 25ºc, se _pudo mostrar que la enzima •• -

estable a un pH de 4.0 a a.o bajo 4etae cond1cionea da-­

das. La xilanaea de Schizoph?'llum commune fue estable ~ 

dentro de un pH de 6 a 8, con actividad remanente deepú4 

de 65 horas a 30°c. 

Xrpex lacteua ••~reta una xilanasa la cual se incQ­

bo en amortiguador univereaJ. de vari~s val.ores de pH a -

30°c. Deepu4e de 17 horas, las muestra.e de la enzima se 

dia11zaron contra amortiguador de fosfato 111111 (pH 7.0) T 

la actividad ~esidual. de la x11Etnasa se midid bajo coa-­

diciones standar, fue estable en el rango de pH de 6.5 e 

9.0 la e•tabilidad di•minU7• gradueJ.mente de pH 6.0 a 3, 

7 fue rápidamente inactivada a pH menor de 3.0 y mayor -

de 10.5. La xilanaea de 1'richodeJ"IUl Tiride a una concen­

traoi~D·de 9.7 ug/ml. fue demasiada inestable en valoree 
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de pH entre 2 y 7, sin embargo a una concentraci6n de 

970 ug/ml. fu• estab1e hasta 4oºc durante 30 minutos. 

Bl. pH eetab1• 4e 1a xilanasa II de1 hongo Ceratocys­

tie paradoxa •• determin6 por incubaci6n de la eo1uoi6a 

eaziútica (0.1 r!l.) en una eo1ucidn de amortiguador uni­

versa1 (0.5 lll.) de vario• va1ore• d• pH durante 1 hora a 

24°c. El. va1or de pH de cada eo1ucidn fue 'Oon•isuient•­

ment• a3uetado a pH 5.0 por adioidn de NaOH (0.2 •), 7 -

el volumen fina1 a3ustado a 2 m1 oon agua. Se removi6 -­

entonce• un.a a1!ouota (0.5 m1) de cada •olucidn, •• agr~ 
gd a la eo1ucidn de hemice1u1osa a1 1~, (0.5 m1), incu-­

bando a 45ºc durante 30 min., •1 pH eatable •e manifesto 

entre 5.0 a 10. (15) 

La xilanasa de Streptom.yces xz1ophagu• mostrd una -

••tabi1ida6 iui íal. rango dé pH de 5.3 a 7.3, pero fue --­

inactivada en val.ores de pH de 2.4 a 9.4. El pH de esta­

bi1idad ae dete:n:aind en 0.25 m1 de eolucidn de enzima -­

di1uida adecuadamente, 0.25 m1 ·de amortiguador y •• man­

tuvo a 20°c durante 2.5 horas. Deapu•a del ajuste de pH 

a 6.2, se midieron 1as actividades residualee de la •n-­

ziaa. 

4.3.- Temperatura dptima y estable. 

Las D-xilanaea.l!I de loe hongos por 1o genera1 muestre 
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actividad 6ptima a uaa temperatura de aproximadamente a 

50º0 T tienden a eer termoestablee. Precuentemente son 

total.mente :Lnactivadas a temperaturas mayor•• de 65°0 

(ver tabla). Bl sietema J>-xi1anaea rr de Ceratocrstie -­

paradoxa ea baetante raro ya qu. e• al.tamente estable a 

una temperatura 6ptima 4e aoºc. Beta temperatura 6ptima 

•• obtuvo por incubacidn de la aolucidn de 1a enzima --­
(· i().l m1), aaortiguador de acetato (0.1 M, pH 5.5, o.5ml.' 

T la aolucidn de hemiceluloea (1~, 0.5 ml.) durante JO -­

minuto• a varias temperatura• eegiiidaa 4•1 ~ieia 4• -

1a fuerza reductora. La temperatura 4e estabilidad ee d~ 

term1n6 por 1ncubaci6n de la eo1ucidn enzim4tica (0.01ml.' 

T amortiguador de acetato (O.l m1, pH 5.5, o.5 m1) 4u~ 
te 1 hora a varias temperaturas, agregando hemiceluloaa 

(1~, 0.5 al) a 45°0 durante 30 min. la temperatura se ·-­

mantuvo de loa oºc a 60°0 ya que la estabilidad de la -­

enzima. tambi4n ee examino a temperaturas bajas y en pe­

riodos 'largos o prolongadoa. La enzima, CWUldO se incubo 

durante 4.5h a 35 T 45ºc perdid aprox1.llladamente del 56~ 
T 80~, reepectivamente, de eu actividad inicial. La ea-­

tabilidad t4rmica de 1a xilanasa rI en presencia de EDTA 

(2 mll) en amortiguador ~111-HCl (0.05 •, pH 8.4) ee man­

tuvo, sugiriendo eeto que los metal•• polivalente&, no -

1.mplicaa, ni coaproaeten la te:naoeetabilidad como lo --­
muestra la siguiente gr4fica. Eeta enzima, ee completa-­

mente inactivada adlo deapu4a de una hora a lOOºc a ua -

pH de 5.5. Ea bastante raro encontrar tal estabilidad --
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t4rm1ca en una enzima de un organismo meeof111co, ea por 

e11o que ee mencionará máe deta11adamente. (15) 

TEMPERATURA ESTABLE 

'ºº .-~~-0-... ~~~~~~~.a.. ............ e 
ACTIVIDAD ltD X-----.c----"ll--
RELATIVA DE 
oKlLANA SA 60 

'º 
20 

10 20 30 'º 50 60 70 80 90 10 o 
TEMPERATURA 

ESTABILIDAD TERMICA (lh)o---0 EDTA(pH 5.5)(2mM) x----IC 

TEMPERATURA OPTIMA 

10 

ACTIVIDAD DE 8 
LA (U/mi) 
JllLANASA 6 

' 
2 
~ o 
10 20 30 'º 50 60 70 80 90 100 

TEMPERATURA 
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En l.a xil.a.ne.sa :r de Ceratoc:ystie parad.oxa, l.a -

temperatura 6ptima fue de 4oºc, l.a cual. se obtuvo inc~ 
bando l.a sol.uci6n de la enz:ima (0.02 ml.), amortiguador 

de acetato (pH 5.5, 0.10 M, 0.5m1) y l.a sol.uci6n de la 

enzima (l~, o.5 ml) durante 30 minutos a varias tempe­

raturas, seguida por el análisis de J.a fuerza reductora. 

(16) como se muestra en la siguiente grática1 

TEMPERATURA OPTIMA 

_to 
e 
iil a 0.15 
z 
::::> 

~ 0.50 

Q é 0.25 

:: ..... 
~ 

20 40 60 80 
TEMPERATURA 

La temperatura de estabil.idad se determin6 en una 

eoluci6n de enzima (0.2 ml) incubandoee en amortigua-­

dor de acetato durante l hora a varia.e temperaturas, -

entonce• a 37ºc se agrega la sol.uci6n de l.a hemicelul.2 

ea (l.~, o.5 ml) durante l. h~ra, seguida por el an.Eílisie 

de la fuerza reductora; la temperatura de estabil.idad -

fue de o0 o a aproximadamente 55°C como lo mueetra la -

siguiente gráfica. (16) 
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Una xilana.sa aislada de Trichoderma pseudokoningii, 

se purificd y a1macen6 hfteta 9 meses en ruaortiguador de 

acetato de sodio 50mM (pH 5.0) que contiene 100 mM de -

NaCl a -20°0, sin p'rdida signif1cmtive. de la actividad 

(4). La endo-(l,4)-beta-D-xilanaea de Irpex lacteus, -­

preeent6 una temperatura 6ptima aproximada.mente de 62°C 

bajo condiciones standard ~ una temperatura de estabil! 

dad de loa oºc a los 5o0 c; 'sta se midid en una soluci6t 

puri1'1cada de la enzima en amortie;uador de acetato 

O.l M(pH 4.2), ae mantuvo a varias temperaturas (4-80) 

durante 30 minutos midi,ndose bajo condiciones standard 

(29). La endo-xilanaaa de Sch1zop}lyllum commune, prese~ 

t6 una temperatura 6ptillla entre 45 y 5o0 c, cunndo se -­

anali~6 con xilana soluble durante 10 minutos (58). La 

endo-(l,4)-Beta-D-xilanasa del hongo de Trametes hirsu­

.!!.• se encontr6 que su temperatura 6pt1ma fue de 50º0 T 
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eu estabi1idad t•rmtca a 45°C durante 30 minuto•, •in -

eabargo se desnature1iz6 a temperaturas mlls al.tas (51). 

La xilanasa homo~nea de una preparaci6n comercia1 d• -

AeperBi1lue niger, aie1ado de un bosque tropical. de -~ 

A:f'rica al. estudiar e1 efecto de 1a temperatura en •U -­

actividad ae encoatr6; que 1a xi1anasa I-A y l.a xilana­

sa I-B presentaban actividad m4xima desde 65°C, hasta -

1o• Boºc. Todas lae xilanasa• 11, o •ea 11-A, J..1-B, 11-0 

fueron m~ activas a 5o0 c y au actividad diemin~d z-'pi 

damente por arriba de l.o• 6o0 c y •e perdid ca•i comple­

tamente a lo• aoºc. (32) 

Laa endo-(l,4)-Beta-D-xilanasaa bacterianas de --­

Baci1lus aubtilia y Streptomyeea x.ylophag11a, presentan 

"UDa. temperatura 6ptiaa y de estabi1idad -'-• baja. 

Streptomxce• xilophagus secreta Uftil, endo-D-xilanaea que 

pr9senta más actividad en un rango de temperatura de --

55ºc a 6o0 c; cuando l.a enzima se incub6 con •oluoidn de 

xi1ana, a pH 6.2, y a varias temperaturas. La. eetabil.i­

dad t•rmica a pH 6.2 fue de 4oºc pero perdi6 eu• aotivi 

dadea casi completamente a 7oºc durante 10 minutoa. La 

endo-D-xilanasa de Bacillu• subtilia, preaentd una tem­

peratura 6pti.aa en el rango de 37ºc a 45ºc y una coapl~ 

"ta 1nactivaci6n a lo• 10°c (~). La •iguiente tabla no• 

reauae l.o• pH y te.Peraturas de al.gunae endo-(1,4)-Bet­

D-xilenaaaa. 
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' 
pH 7 te~ro.turna de al.guna11 endo-(1,4)-~1>-:allanaeaa' 

Puente de en=:laR. pll pR 
t!pt:tao est.nb1e 

DBclllua nubti11• 6.o-6.2 5.0-7.0 

BRct.1!,ua circulana 'YL-12 5.5 
§:tE!I!togcea gl.<:>nh.e~e &.2 5ol-7o3 
A~riCWI blanorua A 5.4 4.5-0.5 

Ao!!!:rG11.us n!l!:!!r {2!» 5 4.5-6.0 
Agperr111u" ntr-r etr 1.!, 1-~ J-8 
!fl!!:iCUB bitmo~ a 5.0 3.5-6.o 

i!!!D:arlltl!l.!!1! nta:r 1 4.5 

AªI!•rGJ:l!!I! ntf!r r¡ 5.5 

i&!!J!!rQ11WI nif!:r l!I 4o5-5.0 2.0-9.0 

i!i!!!&'!E :!!!!! Tl•d!•111 g 5.5 l.5-10 

61nltt!E wnn Tl•~ia r¡ 5.0 4eG-10 

A1ntmr YRn fl•ll!!!!• Y•I J.5 3.o-a.o 

i&aerdllY nt~E !-!¡ 51i5-6.0 

a1e•rdJ.:J.!!!1 nlE!;r r-1 . 4.C>-4.5 
AJneffUl.y ptrr !lj=A 4.0 

' A112•rdlJ.!i11 !!WE ll-1 6,0-6.S a.o 
All?!r&l:U!Y! nt~E !!:SZ &.01.5 

S•m!s!ºZ!!I• 2!D!!J2za r 5.5 

Si!l!!S!Z!2Zl!I 1 i!e!l!ilDXA r¡ 5o1 5.0-10 

R&12~a!!&! D.Sl•2ls 3.11 

bn!alJiJ.l.!1! ~ant:hln•l.l!!!!i 1 5.3. s.o-a.o 

.. 

:re :r e d.• co:spl.eta. 
Spt:t..=- ln:lct:l."ft!C15n 

37-45 70 

55-60 70 

45-5:> 65 

55 
53 

50 70 

50 60 

50 60 

53 ao 
60 

""J'Or 75 
01a7or 75 

65-&> ma,yor ao 
65-30 -yor llo 

5<> llo 

'° llo 
50 ao 
o 65 
ao· 100 

7<> 
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c . .,ntt.nuncldn d• la "bla. 4 

l'Uent• 4• enzima 

p, ;fanthine11UCI JI 

P. fanthin•11uo IIJ: 

Htsico1n 1nn~ooa 

Irnez 1F1cteus 

Tr.laet•e hirsuta 

SehiE01lhv1 't u:n comiune 

7rlch!>dermn rlrid.• 

!rt.ch-,d•rn.!. xtrt«• 
Trt.cb~d.•ron peendok:ontn-

pH 
&p1'1.mo 

T.4~·7 

4.7 

5.o-6.o 

4.6-5.2 

5.o-5.5 

4.,s,.5.4 
5.5-6.o 

J.5 

All '·º 
cel.u10C.ll COl't91'Cin1 4.5 

'!rlchoderma re•••l. Ql:941• ' 

pH 
••tnbJ.• 

1.0-9.0 

5.0-9.0 

c.0-12.0 

6.5-9.0 

.4.o-s.o 
& •. ...a.o 
3.0-7.0 

2.0-1.0 

4.0-11.0 

2-10 

' ra r C !Jo CompJ.•ta 

'. ~'"'ª 1.nactivncidn 

Ml- 8o 

80 

r5 62 70 
.5~ ca;:ror 50 

45 6~ 

90 

50 65. 

80 

56-60 55°a "1 50.'· 
1 

1 
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Ooao •e puede ver en la tabla anterior laa endo-~ 

(l,4)-B-J>-xilanasa de hongos son más activa• a pH de --

3.5 a 5.5 7 aon •atables en un rango muy amplio de pH, 

generalmente de 3 a 10 •. Ba*aa por lo general muestran -

actividad dptima a una temperatura de soºo 7 tienden -­

ser termoestablea, frecuentemente aon total.mente inact! 

vadaa a temperaturas mayores 4• 65°0; eolamente Tramete• 

hirsuta ee in.activada a temperatura• ma7orea de 50°0. -

Ba la tabla tamb14n ee puede observar que el sistema -­

xilana•& XX de Ceratocyatis pRradoxa, •• estable a tem!9 

peraturaa bastante altas; su temperatura dptima es de 

aoºo, siendo completamente inactivada solo deepu4s de 

una hora a loo0 o a un pH de 5.5, manteniendo su termo•• 

tabilidad en presencia de ED~A. Es 'bastante raro encon­

trar tales extremos de estabilidad tlrmica en una enz~-

1118. de un organismo meaofilico. Lae D-xilanaeaa de bact~ 

riae {Bac111us aubti1is y Strentomyoes x11ophAgJ,lB) ---­

tienen un pH ~s al.to que aquflloe de origen fungico, 7 

•on estables a pH de 5.0 a 7.3; sus temperaturas dptimae 

van de 37º0 a 60º0. con una completa inactivacidn a --­

temperaturas de 70º0. 
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4.4.- Peao• mol.eou1are•, punto ieoel,ctrico, Ea. 

Tabla 5 

Peaoa mol.ecul.ares, punto ieoel.lctrico, Km: de endo-(l.,4)­

J3-.D-xilanasas de diferentee origenee, 

fuente de enzima p•ao pI: Ka 

mol.ec~ar (mg/ml.) 
lC 1.0 

Ae:eergU.l.ul!! nie;er r-A 50 

Ae!!e re;:il.l. ua nie;er J:-B 50 

Ae;eer.gil.1us nii:¡er J:I-A 31 

As;eers;il.l.ue nit¡;!r U-B 31 

As;eer.sp l.us niger J:I-C 31 

Aspers;il.l.us nier ~2!1:2 20.8 

Ae:eers!,l.l.u11 ni.ger 3.9-4.5 

Aa12e,..5il.l.u• wentii. 25-28 

Ae:ee rs!l.l. uo niaE atr l.!1; 24,33,24,27 4,2 3 

Ceratoc~ati• B&radoxa z 9.17 4,24 

Ceratoc~etis Baradoxa II 4.50 0.27 

CQnio:ehora cerebel.l.a 34-38 

Ch:rzsoe12ori.um l.i~Orwll 4.44-6.o 

Pomee nnnosus 4.l -4.6,7.0 

Poli~enorii• schweinitzii 35 

Schizoph.t:l.l.um commune l.4 

SchizonhJ¿l. l.u:n co:nmune 31-33 8,37 

Stereum sanf¡!!inol.entwn 3.62-4,30 

Stereum sanS!:!:inol.entwi 21,6 

Trichoderma virid• 16 2.5 
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Continuaoi6n de 1.a tabl.a 5 

CeLulosa comercial. 

Imex 1.acteus 

T:t:arnetes hirsuta. 

Tra.metes hirsuta. 

T~neeudokoninSJ!i 

T.reeaei Q!~l.! 
Bacill.ue circu11U1R Wl.-1.2-A 

Baoill.ua circu1ans \'IL-1.2-B 

Strel!toiq:ces ~1.0l!hªm!ª 

peeo 

mol.ecuJ.ar 

X 1.03 

38 

22-24 

22-24 

20.3-22.3 

85 

1.5 

20.8 

pI 

4.5 

7.6-8.0 

9.6 

4.5 

9.1 

Km 

(mg/ml.) 

l.O 

2.8 

6.36 
l.l.4 

g.85 

8 

4 

Los pesos mol.ecuJ.ares de 1.as pre·paraciones de l.ae 

endo-(1.,4)-Beta-D-xil.anaeas de hongos, son parecidas a 

laa d• otras hemicel.uJ.osas y 4etas :fl.uctua.n entre l.os -

16,000 a 38,000 y fueron dete:nainadoa por diferentes -­

m,todoss Aenerg111us niger X-A, l::1!• !!:A• !!::!!• .!!::9.• 
Fu.e cal.oul.ado su peso mol.ecu1ar por cromatografía sobre 

una col.umna cal.ibrada de Bio-gel. F-1.50, con 1.a eupoei-­

ci6n de que 1.as enzimas purificadas son proteínas gl.obJ: 

lares. Asp•rgi11.us niger atr 14, 1.ae endo-(l,4)-Beta-D­

Xil.anaaae de 'eta cepa fue calcul.ada por diferentes m4-

todos por ell.o se den en 1.a tabla loa cuatro val.orea --
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obtenido•; 24,000 por f:L1traci6n ea gel. eephadex G-200, 

33,000 por el.ectro~oreeie en gel. de pol.iacril.amida en -

presencia de eul.fato de dodecil. de sodio, 24,700 obten! 

do )?Or eedimentac:Ldn por ul. tracentrifugaci6n y por 11l:t,1 

mo 27,000 obtenido por arutl.:Lsis en composic:L6n de amin,g, 

~cidoa y carbohidratoe. Aqu{ se observ6 que 1.a endo-xil.! 

nasa de Sterewa sanm.i:Lnolentwa Y Aspergill.ue n:Lger etr 

1.4 fueron aimil.are s en cuanto a conten:ldo de am.ino4oi-­

doe. El. peso mol.ecul.ar de 1.a ando-(1,4)-Beta-D-xil.anaea 

de Irpex 1.acteue fue determinado por el.ectroforeeie en 

gel. de SDS-pol.iacrilamida por fil.tracidn en ultrogel. -­

AcA 54. El. peeo mo1ecular de endo-xil.anasa de Trametes 

hirsuta f'ue dete:rm:lnado por cromatografía en gel. en una 

ool.umDa sephadex G-100, otroe ee ca1cul.aron por movi1~­

dad el.ectrofor,tica, ultracentr1fugac16n en base a coa­

posicidn de amino~cidoe, por adeorc16n en DBA:S-Biogel. A, 

etc •• El peso molecular de la endo-(1.,4)-Beta-D-xil.ana­

sas de bacterias fl.uctua entre 15,000 a 85,000; ~ate -­

valor de 85,000 en el. Bacil.1.ue circuJ.ans WL-12 fue de­
terminado por adsorcidn en DEAE-Biogel. A y ee notable-­

mente diferente a las otras endo-(1,4)-Beta-D-xilPnaea 

y muy parecida a ioe pesos mol.ecularee de l.as Beta-D-x! 

1.oeidasas por ejemplo la reportada por Deyne y Co. (197·'. 

aislada de Penicil.liwn wortamanni. 

Loe valores de pI no han sido reportados en todas 
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l.as endo-(1,4)-Beta-D-xil.anasas hasta ahora estudiadaa, 

pero es igual.mente pooibl.e encontrar pr neutro; por eje.!! 

pl.o Fomes annosus, pr 7.0; pI a1o!ll.ino, en Ceratccysti11 

paradoxa, endo-(1,4)-Beta-D-xil.anasa de la hemicel.ul.osa 

I presenta W"l pI de 9.l.7; tambi'n en las endo-(l.,4)•Beta­

D-xilanasas bacterianas encontramos pI alcalino pvr ejem 

pl.o el pI de Bacil.l.us circu1ans VIL-12-B es de 9.1; tam­

bi~n existen en estado ácido, en hongos y bacterias, l.as 

endo-(l.,4)-Beta-D-xil.anaea de Aspereill.us niger J.9; 4.5 

y en Bacterias l.a eado-(l.,4)-B-D-xil.anaeae de Bacillus 

circul.ans 'll'L-l.2-A, su pI es de 4.5. Los val.oree de Km -

que hasta ahora se han reportado van del. rango de 0.27 

a l.4 mg de hemioel.ul.osa/ml.; obVililll1ente eeto11 va1ores -

son dependientes de el. detall.e de l.a estructura de l.a 

hemicel.Ul.osa usada. 

4.5.- Inhibición de l.a actividad de 1as endo-(l,4)-Beta­

.D-xil.anasas por iones metiil.ioos y otros compuestlfB 

Las endo-(l.,4)-B--D-xil.anasas pueden aer inhibidas 

por sustancias como: sul.fhidril.o, p-cloromercuribenzoa­

to, iodo, iodo ac,tico, metr.les i6nicoe, glicerol., l. 1 2-

atanodio1 y varios azucares. El glicerol. y el. 1,2-etan~ 

dio~ ~ concentracionea mayores de 60% v/v inhiben l.a -­

accidn de l.a endo-(l.,4)-Beta-D-xilanasa de Aapergillus 

niger, aunque l.a inhibicidn causada por el 1,2 etanodiol 

se encontró que era reversible. Loa meta1ee iónicos --­

inhibidores de l.as endo-(l,4)-BetR-D-xilanasa• de ~­

l.l.us subtil.ia, Agaricus bisporus, Ceratocyetie paradoxa, 
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Trichoderma viride, Xrpex iacteue, Trametes hir~uta, -­

Aspergillus niger son indicados en la siguiente tabla, 

as! como 1a inhibici6n por a1gunoa compulhltos qu!mico• 

como el su11'hidrilo, el iodo, iodoac4tico, muestran --­

que las endo-(1,4)-Beta.-D-:xil!lllc~.sae de Bacillus subtilis, 

requieren de 4stos grupo• para su actividad. 

La inhibici6n de la e:ndo-(1,4)-Beta~D-xil•nasa de 

Aspergillus niger por iodoacetaaida fue parcial.mente ~ 

vertida por el ditiotriol a 2.5 mM. 

El. i6n Hg2
+ se encontr6 que e• el a4s potente inh,! 

dor 7 sus efectos sobre la actividad enziml.tica sugiere 

que re·a.ccio:aa con grupo• t:l.ol. Sin embargo, el idn Hg2
+ 

es tambi4n conocido que reacciona con lo• grupos amino 

e imidazol de histidina y con enl.ace• p4ptidoa que pue­

dea &er capaces de coordinarse con loa grupo• carboxil 

y amino. El. EDTA y el KCN; fuertes inhibidorea de meta­

lo enzimas; no presentan ningdn efecto inhibitorio ea -

las endo-(l,4)-B-D-xilanasas, de acuerdo con loe datos 

obtenidos por Haehimoto 7 Soreneen. De loe iones met~ 

licos probados, solamente •1 Ca2 + auaentd sisnificativ!! 

mente la actividad de la xilanaea en aproximadamente ua 

30%. Las B-D-xilanaeas de Bacillus eubtilie y Ag!'tricu• 

bieporus lla!l•ido reportados ••r activadas por cloruro -

de cal.cio y cloruro de sodio, respectivamente. Si.a embaI 

go la activaci6n de la B-D-xilaaasa de Bacillua aubtilia 

por cloruro de calcio no incrementa la estabilidad de 2w. 

enzillla. 
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Tabl.a 6 

rnhibidores de endo-(l.,4).Beta-D-xil.anaea. 

:lnhibidor 

reactivo• su1fhidril.o -

(1>-cl.oromercuribenzoato, 

iodo, 4cido iodoac,tico) 

p.-c1oromercuribenzoato 7 

acetamida 

etanodio1, gJ.icerol. 

bromuro-2-hidroxi-5 ni-­

tro benci1 

ionee metál.ico• 
Hg2+,Ag•,au2•,pe2+,Pe3+ 

Hg2+,0u2+ 

Hg2+,Ag+ 

Hg2+,Ag+ 

Hg2+,.Ac2 

...._2+ z 2+ .. 2+ ..... ' n ,,,,g 
Hg2+ 

Azucares 

L-arabinosa, D-xilosa 7 
x11otr1osa 

D-xilosa 

xil.opentosa 

xil.obiosa 

fuente de enzima 

!l'r.:u!!e·tcs hirsuta. 

Bacil.l.ua subtilis 

Aepergil.l.ua nifi!r 

Aspergil.l.us nirer 

rrpex l.actens 

Trametes hirsu·ta 

Bacill.us subtil.is 

Aspersil.l.us niger 

rrpex l.acteua 

Tra~etes hirsuta 

Cri.ptococcus Pl.bidua 

var. auriua 

Asaricus bisporus 

Trichoderr.ia viride 7 

Ceratocystis paradoxa 

Ceratocystis paradoxa. 

Cerat~cystis p~radoxa 

Trich~derma viride 

Trametes hirsuta 

refere!! 
cia 

51 

29 

51 

24 

29 

51 

56 

l.5, l.6 

28 

l.6 

l.5 y l.9 

l.4 
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4.6.- Compoeici6n de aminoácidos; y carbohidratoe. 

Uno de ios primeros sistemas B-D-xilangsas en el -

que se estudid la composición de aminoácidos fue el si~ 

tema xilanasa de Ste~~n~ ec.nmiinolentum determinando -

en late su peao molecuiar. El. perfil de aaino4cidos de 

esta xilanasa homogenea esta mostrado en la siguiente 

tabla, 7 •sta oompo:'ll4a con los perfi1es de xilanaeae 

homogeneae reportadas por otros.investigadores. La B-D­

xilanasa de Irpex lacteus, es muy rica en aminoácidos 

hidrofdbicos y ac!dicos, carece de ciste!na, lo que ee 

reflej~ por la falta de inhibicidn por 1a N-eti1malei­

midn. El. contenido de aninoácidoe del eietema B-D-xil~ 

aasa de A~re~rr~llus nicer etr 14 y el sistema D-D-xil~ 

nasa de Ste'.l"CP'll l""'"'Plino1t"tntum, eon casi similares en 

cuanto al. contenido de niSmero de residuos de ami.Do4ci-

dos. 

El. contenido de carbohidratoe varia en la literat~ 

ra de acuerdo al m'todo utilizado para su investigación 

pero sin embargo •ate varia en un rango de 2o,g a 3514 en 

Las xilanasas hnsta ahora investigadas. 

Otros parametros físicos que han sido determinados 

en sistemas B-D-xilanaeae, incluyen el coeficiente de 

sediaentaci6n (Stereum. saneyino:!.entu.'!I 2.8 S, el cual -

ea similar al que se reporto para Trichoderma viride), 
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lJ 08 10.J JO 14.6 

g,J 1.0 J2 15.1 
12,a 9.2 20 13.2 
u.1 10.6 11 e.o 

, e.2 6.2 5 2.4 
11.J u.o J6 11.0 
12.8 9.6 lJ 6.l 
6.8 5.1 l 0.5 
o.o o.o 2 0.9 
6.7 5.0 5 2.4 
7.5 5.6 5 2.4 
4.0 J.o 16 7.5 
J.6 2.7 5 2.4 
7.J 5.5 6 2.8 
J.7 2.8 2 0.9 
J.7 2.8 6 2.8 
2.1 1.6 2' 2' 

J 1.4 

re•ld.ao• total•• 13) 
••• •olecul.ar 20 800 

üt'ereaolaea(a).-241 b).-26¡ 
-.- AO deten.in.luSo, ~trae••• 
.. a.atdu.oe 
._'f. Mo1ar 

::::: ::b,rl(;:) 
Re;- "' .u.58 10.1 

29.6 ~ 10.1 
37.5 2 12.1 
19.0 6.4 
lJ.7 4.6 
41.0 15.9 
20.9 1.1 
14.4 4.9 
1.4 o.5 

11.7 4.0 
11.0 J.7 
2J.O 7.8 
4.96 1.7 
7.12 2.4 
4.14 1.4 
5.8 2.0 
3.95 1.J 
8.5 2.9 

...... 
000 

StereWD •SZ2e:::!::!1-td) Y!:J!•X l.aeteu• str•etosi::e• • 
nolent~ (o) ¡r¡ 
Bao "'" '"' "" 16.6 6.6 10.a 12.4 

26.8 12 • .] 5.9 7.8 
34.4 15.7 1J.5 8.2 
15.1 6.9 l.2.J 8.1 
11.4 5.2 4.0 4.2 
26.4 12.1 lJ.O U.7 
11.9 a.z l.l.2 9.4 
lJ.2 6.1 5.9 5.4 
2.2 1.0 1.5 
6.6 J.O 2.7 •• o 
1.6 J-5 7.6 5.6 

10.7 4.9 1.J. 3.9 
6.8 3.1 4.1 4.1 
J.6 1.7 ,·, 4.0 J.8 
2.4 1.1 2.5 2.2 
2.0 0.9 ".1.2 5.8 
J.J 1.5 1.9 
8.6 4.0 

218 
22,800 18.000 10.000 
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CAPITULO V 

5.- Modo de ecci6n de las (1.4)-B-D-xilanasas. 

5.1.- B-D-xila.nasee Bacterianas. 

Las B-D-xilanasas producidas por Bac.illus subtilie 

y streptol!IYces xil?phae;ua. DJ1i,estran ser principalmente -­

del tipo de las endo enzimas. La B-D-x1.lanaea de Be.cillus 

subtilie degrada D-xilana. liberando inicialmente arabin~ 

xilool1gos4caridos y x1loo11gosácarido-de d.p. mayor o 

igual a 2 por hidrdlisie_prolongada de 24 horas. Estos -­

producen D-xilosa además de los productos antes menciona­

dos. La xilobiosa no ec nuevamente degradada. La B-D-xil,!! 

nasa de Streptomyces xilop!lagu.s degrad6.':"J>-xilana. en pasos 

similares. pero no liber6 L-arabinosa. La D-xilosa fue -­

producida por 1ncubaci6n prolongada de 5 horas. y simlU.t,!! 

nea.mente con la xilobiose constitu,yen loa mayores produc­

tos de hidrdlisis; el disácarido x.ilobiosa no fue nueva-­

mente degradado por ~sta enzima. 

5.2.- B-D-xilanasas ~e Hongos. 

Las B-D-xilanasas de hongos son potencial.mente ~ 

y endo enzimas. La literatura en el aislamiento de la.s --
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~ enzimas de hongos nos menciona. que tal.es enzimas son 

dificil.es de aisl.ar y diferenciar de la B-D-xil.oeidaeas, 

ambas son capacee de degradar D-xil.ooligos~caridos de -­

d.p. mayor o ie;ual. que 2; pero por definici6n e6l.o l.ae 

exo xil.a.na.sas atacan a las D-xila.nas. Las dos tipos de 

enzimas pueden ser claramente diferenciadas una de l.a -­

otra por ~isis espectroscopico de resonancia magnetica 

nuclear. :Las B-D-xil.a.nasae que muestran ser del. tipo exo 

han sido producidas extracel.ul.armente por Aspergil.l.us -­

batatae, Asnergil.l.us niger, Coniophora cerebe11a; ~etas 

no han sido tan extensivamente purificadas como l.as pre­

paraciones de las endo-xilanasas. 

Los hongos han sido la fuente más comWi de endo-x! 

l.anaeas y estas preparaciones son y han sido más extens~ 

mente estudiadas. Las endc-D-xil.anasas pueden ser divid! 

das dentro de dos grupos principalmente de acuerdo a su 

modo de ecci6n: 

:c.- endo-D-xilanasas liberadoras de arabinosa. 

u:.- endo-D-xilanasas no libere.doras de e.rabinosa. 

J.- endo-D-xilanasae libera.doras de L-arabinosa. 

Las ~~il.anasas, por definición, son gl.ican hidro­

lasas cape.ce e de hidr61izar enlaces (l, 4 )-B-D-xil.opira.n.2, 

sil de D-7.ilanas. Sin embargo, ale;uri.as preparaciones ---
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a1tameRt• purificadas de xi1e.nasas muestran tener capac! 

ñad ·de hidro1izar puntos ramificados (1,3)-a1fe-L-arabi­

nofuranoei1 de arabinoxi1anas. Estas enzima• han sido -­

aje1adas de Agaricus bisporus, Asnergi11us n~, C~rato­

cystis paradoxa y Dip1odia vitico1a. La prepara.ci6n enz! 

matica cruda de Dip1o4ia vi tico1a. fue capaz de 1iberar -

L-arabinosa de arabinoxi1ana de rastro~o de ma:l.e; Y. uva, 

pero cuando se purifico, degrad6 xi1oo1igosac~rido• d.p. 

2.5, no produciendo ara.binosa; este ti~o de enzima ee -­

encontro ser producido por varioe hongo~ fitopat6genoe, 

7 muestran ser capaces de hidro1izar 1a a1fa L-ara.binoe~ 

raaosidasa en puntos ramal.es de arabi.noxi1anae. 

El. sietema D-xilanasa de Aspergillue niger se en-­

contr6 que consietía en dos diferentes xi1anasas; X y XX. 

La D-xi1anasa X degrad6 arabinoxi1ana de paja de arroz a 

D-xi1oea, L-arabinoea 7 una aezcl.a de xi1oo1igosaoáridos 

d.p. 2-5; 1os disacáridos (xi1obiosa) y trisacárido (xi-

1otriosa) no fueron a1:acadoe, pero 1oe araoinoxi1oo1igo­

sacáridoa fueron h:Ldrol.:L~di>• a Xi.l.otrtosa y L-arabinose .• 

La mu1 tip1icide.d de 'stas enzimas D-xilanasas producidas 

por AsperFi11bs niger fue más amp1iaiaente investigadas -

por Xwamoto y co1s; e11os examinaron e1 ef'ec11o de 1a -­

:fuente de carbono (D-xi1ana•· D-xi1oea, I-arabinose, o­
(carboximeti1)-ce1ul.osa y D-gl.ucosa), en diferente• ti.e~ 

poe de cul.tivo y cepas ••pec:l.f'icas y encontraroD que, en 

cada caso, ambos tipos de D-xi1anasa X y XZ fueron prod~ 

cid.as intra y extrace1u1a:rmente. 
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El. sistema D-xil.enasa de A!!p!rgil.l.ue niser van Tie­

~ productores de D-xil.anasas I, II, III; dos de l.ae 

cua1•• (l.a II y l.a III) degre.daa e.rabinoxil.ena. de paja -

de -iz a D-xil.oaa, L-arabinoea y una mezcl.a d• arabiao­

xil.o 7 xil.ool.igoeac4ridoe •• como •igue& 

eazi.ma producto• de degradaci6n 

xil.ool.:igoaac4ridoa, arabinó_, 

x:l.l.obioea, x.i1otrioaa, arab:ln,2 

xilo pentoea. 

x11aaaea II xil.oo1igoaac4ridoe, arabinoea, 

x:il.obiosa, arabinoxil.otrioea, 

arabinoxil.ote'traosa, arabinox! 

l.opentaoea. 

grado de h.! 
dr6l.:i•:i•. 

48 

34 

Las D-xilanasa• ao atacan a l.a xil.obio_, pero 1i­

beran L-arab:S.notsa de arab:Lnox:il.obio-; 1a arab:inoxil.otr:i,2 

aa :f',¡e hi.dro1:izado a L-arabiaosa 7 Xil.otrio_, y 4eta :fue 

nuev-ente degradada a xiloaa 7 x11obioaa. La D-xUanaea 

II tambi'n atac6 fenil. al.fa-L-arabinofuranoeido, l.ibe~ 

do L-arabinoea. Loe en6meroe B no eon atacados. 

El. sistema B-D-xil.anaaa de cinco endo-xil.e.nasae de 

A, niger repori&daa por John. y col.aboradoree desdobl.aron 

L-arabinoea a partir de·xil.ano. (32) 

Ceratocysti• parado:xa mo•tr4 que produce varia• 
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D-xilanaeae, una de l.ae cual.es l.a HC I: se encontr6 que -

l.ibera L-arabinosa de hierba de prodo (Heteropogon conto¡: 

tus) y de bagazo de caña de azácar (C B). Estos sustratos 

mostraron estar compuestos predominantemente de arabino-

4-0-metil.gl.ucuronoxil.ana. Este pol.iee.clirido segdn aostr6 

Perlin contenía a l.oa residuos de arabinosa unidos tanto 

por a1fa (l.,3) como por al.fa (l.,2) unidos al. mil!llllo residuo 

de D-xil.osa, tambi4n como residuos de L-arabinosa unidos 

sol.o por al.fa. (l., 3) en el. esque1.eto de 2:i1.ana.. El. arabi­

noxilana tiene una estructura al.tamente ramificada por -

cada 25 residuos de xil.osa-arabinosa ocurre un segmento 

de 5 residuos de xi1oea sin ramificaci6n. E1. ataque ini­

cial de la enzima sobre el arabinoxi1.ana y l.a HC B+ libe­

r6 una mezcl.a de arabinoxilo y xil.ool.igosacáridos. La -­

arabinosa apareci6 en un tiempo de 2 horas y en tiempo -

de incubaci6n m~s prolongado apareci6 1.a D-xilosa • una 

hemicel.uJ.osa degradada insolubl.e. Esta 61.tima puede haber 

sido el. resul.tado de l.a remoción de 1.os residuos de ara.­
binosa, que produce una sil.aria de bajo contenido de ara­

binosa la cual precipita en l.a sol.uci6n. 

Los productos de degradaci6n de arabinosa-xilosa y 

xilosa ol.igosacári.do puroe de d.p. 3-6 y 2-5, respectiv~ 

mente, se muestran como sigue: 



ol.igosacáridos 

arabinoxil.obiosa 

arabinox:l.l.otriosa 

a.rabinoxil.otetraosa 

arabinoxil.opentoaa 

xilobioaa 

xilotrioea 

xilotetraosa 

xil.opentoea 
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productos de degradaci6n 

arabinosa, xil.obioea 

arabinosa, x11otriosa 

xilotetraose, arabinosa, xil.obiose 

xil.obiosa, arabinosa, arabinoxi­

l.otriosa, xil.otriosa, xil.opentosa 

no se degrado 

no se degrado 

x:l.l.obiosa, x11otrio&& 

xilobiosa, xil.otrioea 

hidr61ieis a 37 e despu~s de 4 horas. 

Como se puede notar el. xi1oo1igosao~rido más pequeffo 

atacado es l.a xil.otetraosa, y tanto '1 como 1.a xil.opent2 

ea produjeron xil.obiosa y xil.otriosa. El. mecanismo pro-­

puesto para l.a hidr6l.isis de 1a x11otetraoea se represea, 

ta en 1a siguiente ~~gura: 
X ILO BIOSA + E 

... ,,.. "•º 1 
XILOTETRAOSA ~ 2 XILOTRl05A + E 

XILOTETRAOSA====E-XILOTETllAOSA ~E...._ XILOBIOSA + XILOBIOSA 

~H20 / 

E XILOHEXAOSA 

H2~ . 
X ILOBIOSA +X ILOTETRAOS"A +E 
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El. mecanismo propuesto para exp1icar 1a hidrd1ieie 

de 1a xi1otretraosa por 1a enzima HC r; indica que 1a -­

xi1otetraosa se combina primero con 1a enzima para formar 

e1 comp1ejo enzima-sustrato, e1 cua1 estab1ece un equi1~ 

brio reversible con 1a enzima. y 1a xi1obiosa. En 1a inve,E 

sa de esta reaci6n, se concibe entonces que la xi1otetra.2_ 

sa remp1aza la xilobiosa con 1a formaci6n resuJ.tante de1 

complejo xilohe~osa, el cual. se degrada rápidamente a -

xilobiosa, xilotriosa y xilotetraoea. La. HO r degrad6 a 

los arabinosa-xiloea o1igosac4ridoe a arabinosa como se 

moetrd anteriormente en los productos de degradacidn; y 

'atoe fueron subsiguientemente hidro1izadoe. El. arabino­

xilopentosa produjo a1go de arabinoxi1otriosa e1 cua1 -­

fue objeto de otra degradacidn para dar arabinosa y xil,2. 

triosa. Esto fue sorprendente, ya que la velocidad y ca­

racterísticas del producto sugieren que e1 sitio de en1~ 

ce de la hemice1uloaa r "llena" a una cadena de 5 reei-­

duos D-xilosa, y e1 sitio de enl.ace activo está evident~ 

mente situado dentro de los subsitios de enlace. El. ata­

que relativamente rápido sobre el arabinoxilopentoea pa­

ra producir arabinoxilotriosa, xilobiosa sugiere, por 1o 

tanto, que la presencia de arabinosa como euetitUTente -

no puede interferir con el llenado de la cadena (1,4)-B­

D-xilosa en el sitio de enlace. La arabinosa euetituyen­

te en e1, arabinoxilopentosa esta probablemente presente 

sobre el residuo xi1osa en el extremo no reductor, pero 

el argumento anterior es válido si la arabinosa es co1o­

cada sobre 1a cadena de xilosa. 
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La actividad de la arabinosidasa de la xilanasa de 

HC I fue detenida cuando la enzima fue preincubada con -

xilotriosa antes del ataque sobre la hemicelulosa B, la 

hidr6lisis de la hemicelulosa B continu6, y esto sugiere 

que los dos tipos de hidr6lisis son probablemente catal.! 

zados en diferentes sitios cata.l.íticoe ya que la presen­

cia de la xilotriosa no previene nuevamente la divisi6n 

de 1.ae cadenas de D-xil.oaa. La hidr6lisis enzi.m!ltica de 

1.a hemicelulosa B por 1.a hemicel.ulosa I ~stá suprimida a 

concentraciones el.evadas de L-arabinosa y D-xilosa. Es 

probablemente, que 1.a inhibici6n del producto sea un fa.!:, 

tor importante en la limitaci6n de la acci6n de hemicels 

losa I sobre las hemicelulosas. (16) 

Una co~paracidn de 1.as propiedades y modo de acci6n 

de algunas "xilanasas liberadoras de arabinosa" es resu­

mido en la eigu.iente tabla; la cual nos muestra que cada 

enzima es diferente una de la otra. 

Las endo D-xilanaeas II y XII de Aspergill.us ni.ser 

van Tief!he deRrado L-arabinano de remolacha, mientras que 

la xilanasa de HC J: de Ceratocystis paradoxa ataco lent~ 

mente a 1.oe enlaces al.fa (1,3) de las uniones de arabin2 

furanosil. de L-arabinan de remolacha, liberando L-arabi-

nosa. 

La tabla tlUDbi4n nos muestra que ambas xilenasae; la 
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D-xi1anasa I de Aspergi11us niger y 1a HC r de CeratOCTS­

tie paradoxa degradan xi1otriosa. pero 1iberando L-arabJ. 

nosa de Arabinoxi1otriosa, mientras 1a D-xi1anasa XX de 

Aspergi11us niger Vbrl Tieg}lem fue capaz de atacar xi1o-­

triosa y, en consecuencia deepu~s de e11mi.Dar o remover 

1a L-arabinosa de arabinoxUotrioea, subeecuentemente -

produce D-xi1osa. y xi1obiosa. 
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. . tabla T 
Co•pancida. 4• laa Jll'Op1•4&4•• T aodo• 4• accld'a 4• x1 iaaa-... ints.1'toa4aa que lib•ran L--arabinoea d• hemic•lu.loaae. 

Ortpn atoroblano 

.&aperp1tua aiaer 

T&n. 'ft•&h•• •P· 
&ll&S.- J:J: 5 .o 

... S.. ID J,5 

••••• no aepeol.f'lc&4o 

••••• .. ••t•awlm4o 

,. ·.· 

temperatura 
eetabl• 

<ºa > 

0-60 

0-50 

o-60 

0-46 

0-45 

•·.• ... ·• r~"{:r ... l
. . .:_.: 

.. -~ (;:.,, .. , 
_ _;~----~ ~:.! .... ~ . .-:.: ·: ~ -~··:;· .. ·.;:.:._~:~J:.' 

ru•nt• Prod.11e1:0·· 4• bidrdliaiB 
4e hemlC!., j 
1\&l.osa 

; -·-1 .&, Xi.• f' %J' ~ 
i..na d• 
paJa d• 
arro• i arablnoz.&.¡ 
l.an& 4• - &,~:~· .u:l, ~· 
pa~a 4a -
arro• j zuaaa 

A, .-Z2• ~·~· lC4 

::c;i:;'. &, ~· Iz• z3 , &lC4• 

Merba d•i· %4' ~· ~ 
prado• : 

i...to•1\lo- &, ~· ~· lCl' 
1-4• - ~-;: 
...:Ji• 4• -
&ZTO• ... 

.. 

. ~ .. 

.. ~. 
:.:.:·~~ ---·-

Producto• de ataque 
aobre 

.u:J ~ 

A, Xi• ~· X,, 
I:.• ~ 

n.e. n.e • 

&, xl "º 
&, ~ DO 

n.4. n.c1. 

., 
.. ·1 .. -~ 

¡ 
1 

¡. 

1 
' 

D 
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II.- "Las endo-xil.anasae no l.iberadorae de arabino•a". 

Este grupo de D-xil.ane.eas, constituyen la mayoría de 

1as endo D-x11anaaaa de hongos conocidas, general.mente 

degradan arabinoxil.ana y otras D-x11anaa a D-xil.osa, D-x,! 

1ool.igosac4r1dos, y en al.gunos casos, ol.igoaacáridoe 

conteniendo tanto L-arabinoaa y D-x11oea. Estas enzi.mae 

han sido aiel.adas y al.tament• purificadas de varias cepae 

de Aspergil.l.us niger, Ceratocyeti• paradoxa, Dipl.odia 

Viticol.a, Stereum sanguinol.entum, Trichode:rme. viride,. 

Trametes hirsuta (14). La degradacidn originadas por sus 

ataques sobre D-xil.anas eon resumidos en l.a siguiente .... 

tabl.a. 

La mayoría de estas preparaciones de D-xilanaea, coa 

excepcidn de 1a Dipl.odia viticol.a, degrada a1 azar D-xi1!!; 

na, l.iberando xi1osa as1 como ol.:Lgoee.cilridos. 

Las D-xil.anasae parc:lal.mente purificadas de Coniopho­

~ a•rebe1l.a a•sra••c:Lda 4-0-metil.gl.ucurunox11ana d• a1~ 

mo a D-xi1osa, una mezcla de D-xil.ool.igosacilridos de d.p. 

2-5 y un comp1ejo de enzima resistente que no ha. sido -­

investigado. La D-xi1ana de Rhod:ymenia pal.mata esta com­

puesta de enl.aces B-D-(1,3) y B-D-(1,4)-D-xil.oea residual. 

en una sol.a cadena de D-x:l~ena, y es eusceptibl.e de aer 

atacada por D-xil.snasas de Hongos. 
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La preparaci6n purificada de D-xilanasa de Stereum 

eanguinolentum degrad6 D-xilana de Bhodymenia pal.mata a 

xilobioea, xilotrioea y, una serie de e;randee oligoeao4-

ridos (X4 .- JS.o> que contienen una mezcla de enl.acee --­

B-D-(1,3) y (1.4), genera1mente en la relaci6n lr2. Bl -

ataque se cree que ocurre en loe enlaces B-D-(1,4) sola­

mente cuando esta flanqueada de ambos lados por otros -­

enl.aces B-D-(1,4). 

Bjorndal. T colaboradores sugieren que la disminuoi6n 

del campo x6 a x 4 indican que loa enlaces B-D-(1,3) no -

solamente inhiben el desdoblamiento de un enlace adyace_!! 

te, sino tambi~n deja ei desdoblamiento de loe enlaces -

residuales liberados o removidos. 
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Tab1a 8 
Productos de degradación de 1a hidr61isis 
endo-D-xi1anasas de hongos. 
fuente de enzima fuente de D-xi1&na 

Aspergi11us niger van 

Tieghem 

D-xi:Lana sa :I 

D-xi1anasa r:r 

Aspergi11ue niger 

D-xi1anasa B 

D-xi:Lanasa r:r 

Ceratocystis paradoxa 

D-xi1anasa HC·rr 

Dip1odia vitico1a 

Stereum eanguino1en-

.!!!! 

Trichoderma viride 

Trametee hirsuta 

Ce1u1oea comercia1 

referencia (18). 

paja de arroz 

paja de arroz 

rastrojo de maíz 

p~ de arroz· 

hierba de prado, 

endosperma de -

trigo 

hierba de prados 

paja de trigo, uva 

Rhodymenia pal.mata 

xi1ena comercia1 

secoya 

paja de trigo 

de D-xi1anas por -

productos de 
degradación 

x, ~· x2• AX1 ,AX
4 

x, ~· X3' 
(A-X),X

4 

:x, ~· x3, (A-Xt),x
4 

x, ~· (A-X), X3,X4 

X, .AJS' X2' AX3' X3 

x4, AX4, ~· x5 

x, ~-~ 

x, ~-~ 
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X= xil.osa, X2m xil.obiosa, x3= xil.otrioea, X4= xi1o­

tetraosa, ~= xil.opentosa, AX2 • arabinox1l.obiosa, AX3•a~ 
binoxil.otriosa, AX4= arabinoxil.otetraosa, AXs= arabinox! 

l.opentosa, (A-X)a arabinoxil.o-ol.igosac4ridos de d.p. no 

determinado, (x4- ~o>• mezcl.a de xil.ool.igosac4ridos de 

d.p. entre 4 a l.O que contienen enl.aces B-D-(1.,3) 7 (l.,4) 

D-xil.opiranosil. como residuos en una proporci6n de l.12. 

Esta enzima no hidrol.iza xil.obiosa y xil.otrio•a, p~ 

ro degrada grandes cantidades de ol.igosac4ridoe dando 

mezcl.as de di y tri-sac4ridos. 

A.al.ta• concentraciones de sustrato, esta enzima -­

fue ·capaz de sintetizar grandes cantidades de ol.igosac4-

ridos de d.p. x4 7 ~ (tra.nsg].icosil.aci6n), aunque este 

efecto puede ser prevenido por el. uso de concentraciones 

bajas de sustrato por ejempl.o O.Ol.~. Posteriormente ---­

Erikson y Pettersaon reportan que uaa preparacidn de D-­

xil.anasa aie1ada de Stereua sanguinol.entum hidrol.izo una 

serie de xil.ool.igosac4ridos de d.p. mayor o igual. a 3, -

principal.mente a D-xil.oea 7 xi1obiosa. 

Las D-xil.anasaa aisl.adas de ~richoderma virid• pa~ 

cen ser simi1ar en su modo de acci6n al. atacar el. D-xil.!! 

na, a l.ae D-xil.anasas de Stereum sansuinol.entum. Esta -­
enzima degrada xil.ool.1goeac4ridoa d.p. 2-5 a una mezcl.a 

de D-xil.osa y xil.obiosa, con trazas de xilotriosa. En --
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ambos casos, la xilobiosa permanece sin eer atacada. ~ra 

enzima con casi similar modo de acción es 1a.aislada de -

Aspergi1lus niger. Esta enzima degrada xilotrioea 7 xi1o­

trii~o1 a D-xi1osa 7 xi..lobioea, ya xi1ito1 a xi1obiosa -­

respectivamente. La liberaci6n de xi1ito1 sugiere que e1 

ataque ocurre princips.J.mente a 1oe grupos reductor•• f~ 

1es de 1a mo1,cul.a. La misma l>-xi1anaea no ataca una ara­

binoxi1otriosa (.AX
3

) o xi1obiosa. 

La D-xilanasa de xi1anasa II (ref. 15) de Ceratocys­

tie paradoxa degradan hemice1u1osa B de arab:l.noxilano ai~ 

lado de endosperma de trigo y de hierba de prado, eate -­

arabinoxilano est4 altamente ramificado (xilosa/arabinosa= 

1.77) (estructura descrita por Perlin). Loe productos de 

degradaci6n de esta enzima muestra claramente que actua -

como una endoenzíma ya que degrada inicialmente a 1a xi1_2 

biosa y a una serie •• mezc1as de arabinoxilo y xi1oo1o~ 

sacáridos de d.p. m&Tor o igua.1 a 3 (25 minutos de hidr6-

1isis). 

Los productos que contienen grupos de ácidos lÍr6nico 

no se toman en cuenta, ya que estos son removidos en e1 -

tratamiento de deeionizacidn. 

La gl.ucosa tambi'n Rpareci6 en los productos de hi-­

dr61isia de las hemicelu1osas, 1o que indica 1a degrada-­

ci6n de un componente gl.ucano menor, el cual. puede ser --
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degradado a ce1uJ.oaa u otro tipo de gl.ucano (15). Un di­

sacárido de g1ucoea, e1 que se cromatografid j~o con -

ce1obiosa, tambiin se 1iberd. La D-xi1oaa y una arabinoea 

xi1osa trisa.c4rido (xi1oea: arabinosa 2:1; arab:lnoxi1o­

biosa) aparecicS deapu4a de 4 horas. No se detecto arabi­

nosa, pero despu4s de 24 hora• en el hidro1izado apare-­

cid un precipitado que se 1• 11amo "hemice1u1osa degrad~ 

da inso1ub1e". La incubacicSn pro1ongada disminuyo prog%';! 

eivamente e1 promedio de d.p. de 1oe o1igosac4rido• 1ib~ 

rados despu4s de 5-6 día•, 1os productos principal.es de 

1a hidrl1t•i~ueron D-x11osa, un trieac4rido (arab:lnoxi-

1obioaa), D-gJ.ucoaa y xi1obioea. La ausencia de cua1q~er 

producto o1igosac4rido que contiene más de un residuo de 

arabinosa es significativa, y conc1uimoa que, en 1as po~ 

ciones de 1aa ao1,cul.aa de hemice1ul.oeas a~acadas por 1a 

enziaa, no hubo caeos donde 1oa suatituyentes L-arabino­

furanosa ocurrieron sobre residuos contiguos de xilosa 

. de la cadena principa1 o esque1eto de hemice1u1osa. 

El. modo de accidn más probab1e de 1a xi1anasa l'.:I S.2, 

bre estos oligosacáridoe se muestra de 1a siguiente 1118:•.!, 

ra: 
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x-xtx 

x-xtx-f.x 

x-xfxtxf x 
l ENLACES ATACADOS EN VELOCIDADES BAJAS 

t ENLACES FACILMENTE ATACABLES POR HC 11 (l(.11.ANl\sA) 

Dol1de:X- Beta-(l.,4) que en:l.azan a D-xil.opiranosil, 

A:a L-arabino-furanosa unida por al.:fa-(l., 3), ,. enl.aces -

fácil.mdnte'atacabl.es por Xil.anasa II y = enl.aces ataca­

dos en vel.ocidades.mota bajas. 

Los mecanismos al.te:rna.tivoa de ataque sobre l.oa --­

ol.igoaacáridos de xil.osa podrían, por supueeto, dar l.oa 

mismos productos, pero l.a anaJ.og!a con l.as reactividadea 

de l.os arabinosa-xil.osa ol.igosacáridos sugieren el. ata-­

que preferencial. indicado cercano al. extremo reductor. -

La a:cabinosa en el. punto de ra.~ificaci6n de arabinoxil.o­

biosa y arabinoxil.otriosa se ha mostrado por estudios de 

metil.aci6n estar unidos a l.a unidad xil.osil. terminal. no 

reductora. 
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Las velocidades relativas de hidr6lie1s de los oli­

gosacáridos de xilosa por la xil.anasa rr como se muestra 

en la tabla, sugieren que el sitio de enl.ace de la enzi­

ma es efectivamente llenado por wia cadena de 4 residuos 

de xilosa. Aparentemente, el mi191llo llenado puede ser pr,2 

ducido por arabinoxilotetraoea, ya que este ál.timo es hi 

drolizado aún m4s nlpidamente que xil.otetraosa. 

Tabla 9 
enzimatica de a:rabi Productos de degradaci6n de la hidrdl.isie 

por l.a xilanasa rr~. 35°0 nosa-xilo- y xilosa ol.igosac~ridoa 
or 4 hr. 

OLXGOSACARXDO incremento :eroductos de hidr6l.isis 
en la f"uer 
za reducti x AX2 x2 AX3 X3 AX4 x4 
ra 

AX2 o 

AX3 l.0 l. l. 

AX4 83 5 2 4 5 

AX5 66 2 2 7 6 3 2 

X2 o 

X3 l.8 l l. 

X4 50 l· 7 2 

~ 57 3 8 l. l. 

X. xilosa, X2= xilobioaa, x3~ xilotri~ea, X
4
= xil.otetraoea, 

~= xilopentosa, AX2= arabinoxilobiosa, AX
3

• arabinoxilotrio­

ea, AX4a arabinoxilotetraosa, ~· arabinoxilopentosa. 
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Farece, por lo tanto, que la presencia de ¡os sust,! 

tuyentes no impiden el. enlace de la enzima a la hemicel_s 

losa en la vecindad del sustituyente a pesar de, que por 

supuesto, el enlace xilosido a l.a "derecha" del. sustitu­

yente es resistente a l.a hidr6l.isis y no al. sitio activo. 

Estas conclusiones son compatibles con la sugerencia :in,!! 

sual. de que l.as regiones más altamente sustituidas de l.a 

hemicel.ulosa pueden ser preferencia1mente a~acadas por -

xil.anasa II (l.5). 

La hemicel.ul.osa degradada xil.anasa I l.a cual. precipj, 

to de l.a sol.uciñn durante el. curso de l.a hidr.dl.isis enz,! 

mática de l.a hemicel.ul.osa B de pasto tuvo una viscosidad 

intrínseca, y de aquí probabl.emente un peso mol.ecul.ar, -

considerablemente bajo con respecto al. original. de la h~ 

micel.ulosa B. Su análisis índicd cantidades pequeñas de 

arabinosa, glucosa, galactosa y ácido ur6nico, del mate­

rial. original.. El. bajo contenido de L-arabinosa resul.ta 

de l.a formación de arabinosa-xil.osa ol.igosac~ridoa, ya -

que la L-arabinosa libre no fue liberada durante la hi-­

dr6l.iais. Cuando l.a xil.anasa I se redisol.vi6 en al.cal.i y 

l.a sol.uci6n.se neutraliz6, ~ue atacada por xil.anasa II, 

liberando los mismos ol.igosac~ridos que los que ae prodg 

cen npartir del. ataque sobre la hemicel.ulosa B original. 

Durante la segunda hidr6l.~sis, nuevamente se f orm6 un -­

precipitado de hemicel.ulosa; este precipitado pudo ser -

redicuelto e hidrolizado por la xilanasa II, produciendo 

productos similares, que incluyen al precipitado. 
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La. eeparaci6n de1 precipitado de H r, durante la -­

h.i.dr6lisis enzimática es evidentemente dependiente de1 -

tiempo. La aeparaci6n de la xi1anaea Y precipitada d~ 

te 1a hidrd1isis enz:Lm4tica ea wi fendmeno de retrode~ 

daci6n dependiente de1 tiempo, •1 cua1 parece estar fav~ 

recido por 1a reduccidn en l.a proporcidn de constituyen­

tes no xi1osa. No es sorprendente encontrar que l.as c&d,!t 

nas de xil.ana menos suati tui.das se invierten da Ñpida­

mente. Sin embargo, 1a neceaidad p&rll 'expl.icar estas ob­

servaciones, fueron dirigidas a 1a concl.uai6n sorprende5 

te de que las enzimas tienden preferentemente a atacar a 

1as mo1,cu1as de hemicelu1osa (o porciones de mol,cu1a) 

1aa que eetl&l miis eusti~uidas con residuos de arabinosa 

T ácido urdnico, dejando una xilana menos sustitu!do y -

de peso mol.e.cul.ar más bajo el cual. ee invierte y e• vu.,! 

ve resistente a otro ataque enzimático. 

~abla 10 

El. e~ecto de la concentraci6n elevada de xil.oaa sobre la 
actividad de xi1anasa XX se muestra en la aiguiente tab1a. 

xilosa 

actividad re1ativa 

o 
l.00 

incubedo a 35ºc por 24 hr. 

5 

81..4 

10 

63.7 

La actividad enzimiltica ea inhibida a concentre.cio­

nes ~s al tas de xilosa. 
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5.3.- Hemice1u1asas de Bacterias de1 rumen. 

Las hemice1ul.asaa de microorgani•mos de1 rumen i.D~ 

c1uyen 1a al.fa-L-arabinof"uraniaidasa, xil.obio-, xil.ool.,! 

gosac4ridoa, y •istemas D-xil.anaeas. Este grupo probabl..!, 

mente tambiln inc1uye 1as al.fa D-gJ.ucoeiduronasas (al.fa­

D-gl.ucoaidunato gl.ucurÓDohidrol.asas), l.aa cual.ea 11on ca­

paces de hidrol.izar enl.11.cea al.fa-D-(1,;:!) de grupos D-gl.~ 

copyranosil.urenico (frecuentemente contienen 1Dl grupo •.!. 

toxil. en el. carbono 4) de gJ.ucurunoxilauas. Sin embargo 

l.a• eDZimas que ti•nen ••ta ••pecifioidad no ba sido de­

bidamente detectada• en l.oa sistemas rumen, y por el.l.o -

son poco discutidas. 

Las hemicel.ul.oeaa de l.os microorganismos de1 rumen 

han sido aiel.adaa de cul.tivos puros de a).- bacterias -­

como: Bacil.l.us firmus, Bacteroidee Blllyl.ogenea ButyYibrio 

fibrosoivens, y Ruminococcue f"l.avefaciens, 7 b).- Proto­

zoarios como: Epidinium ecaw!atum, Bntodinium ap, !!!!!!­
pl.odinium medium, Bremopl.astron bovia y Pol.ipl.astron mul.­

tivesicul.atum. Bstoa han sido encontrado& ea preparacio­

ne• l.ibre de mezcl.as de bacterias, protozoarios y/o aabos. 

Los extracto• l.ibres de cll.ul.as contiene l.0111 siguientes 

tipos d• eDzimas1 xil.obiosa, xil.odex-U-iDasa, arabinof~ 

noeidasa y xil.e.D&sa. Las xil.azia ... · degradan xil.an·o, a~ 

biJloxil.ano 7 D-xil.08& o1igoaac4ridos principal.mente a -

xil.obiosa 7 D-xilosa por un mecanismo de tipo endoenzi-. 

La xil.obiosa no es atacada, 7 l.a xil.anasa ataca a l.a xi­

l.ana l.ineal. da ripidamente que a l.as hemicel.ul.osas 
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rrunifioadae, por ej•mp1o, arabinoxila.no de harina de tr~ 

go 7 una fracci6n 1ibre ramificada de trifo1ium pratense. 

La presencia de arabinosa, gal.actosa y ácidos urdnicoa -

como punto de ramificaci6n 1ateral. en e1 esque1eto da 1a 

xi1ana parecen inhibir 1a accidn de 1as xilanasas. ~am-­

bi'n ha sido demostrado que cuando una preparacidn come.i: 

cia1 de h•mice1ul.osa se ut11izd para degradar a 1a xi1a­

na a1tamente ramificada de 1a gomR de zapote (Sapota --­

achra.s) con e1 sistema microbiano de1 ruinen, 1a cadena -

de xi1ana no fue hidr~1izada efectivamente por 1a xi18.D!l 

ea hasta que 1a arabinofuranosidasa ha removido 1oe res~ 

duos arabinosa de 1oe arabinoxi1anos. Los diferentes ti­

pos de hemice1u1asa de1·rumen por 1o tanto parecen trab~ 

jar de manera sinerg!stica en 1a degradaci6n de arabino­

xi1anoe a D-xi1osa y L-arabinoea. La accidn de a1fa-L--­

arabinofura.nosidasa fue mostrada por Bai1ey y Gai11ard a 

preceder 1a acci6n de 1ae xi1osidasa y xi~anasas. En es­

ta forma 1a D-xilana es degradada a D-xi1osa y L-arabin~ 

sa 1a cual puede ser uti1izada en 1a fe:rmentaci6n de 1oe 

microorgan.iB111oe del rumen. 

Este tipo de sistema hemice1ulasa es, por eso, muy 

diferente de1 ya descrito de1 hongo pat6ge~o Ceratocys-­

tie paradoxa, en e1 cual. 1a D-xi1e.nasa acepta preferent~ 

mente a las raaas de hemice1u1asa. 
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5.4.- Endo (l.,4)-B-D-xil.S!JU!.saa de Cr;rptococcu• Al.bidus. 

Aunque l.a beta-xil.anasa extracel.ular·producida por 

el. hongo Cryptococcua albidue durante el. crecimiento en 

xil.ana• de madera, cumple con todos l.oe requisito• o cr,! 

terio• báeieoe de el. modo de acci6n de una endo-xil.anaea; 

cabe mencionarse de una manera especial. debido a l.ós co~ 

tinuos estudios que se han real.izado con respecto a esta 

endo-beta-D-xilanea; 

La endo-(l.,4)-beta-D-xilanasa de C;ryptococcue al.bi­

.2.!!!! hidrol.iza a l.as xil.anae hasta wia serie d~ xil.ool.igg 

sacllridoe, sin embargo, 1a enzima, a\Úl después de una PJ! 

rificaci6n intensiva, presenta baja afinidad para el. p-­

ni trofenil. beta xil.osido, euatrato típico de l.as beta x,! 

l.oeidasas. En un aru(].isie deta1l.ado de l.a catal.ieie de -

l.a enzima de aril.-beta-xil.osidos util.izando fenil.-beta( 

(u-c14 ) sintetizado de (U-cl.4 ) xil.osa se obtuvo eviden-­

cia el.ara de que l.a liberaci6n del. fenol. y sus nitroder,! 

vado• de l.oe correspondientes beta-xil.osidoe no fue deb,! 

do a UD eimpl.e desdoblamiento hidrolítico del sustrato, 

como sucedería al. ser catal.izado por una beta-xilosidaea, 

sino por una reacci6n compl.eja que involucre. reacciones 

de transglicosilaci6n multipl.e, formaci6n de intermedia­

rios grandes como fenil. gl.icosidos de xil.ool.igosacáridoe, 

l.os que subsiguientemente eon hidr61izados principal.mente 

a xilobi08& y xilotriosa. 
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A concentraciones menores de 100 11111 de fenil beta-­

xilosido la reacci6n preeent6 una fase logaritmica eign.!. 

ficativa, que fue seguida por un período durante e1 cua1 

1a velocidad de degradaci6n de1 sustrato podía determi-­

narse. La ve1ocidod sigui6 una fuerte dependencia aigmo.!. 

dal.- de 1a concentraci6n de feni1-beta-xi1osido. Se prop.2_ 

ne que 1a endo-(1,4)-beta.-D-xi1anasa uti1iza para 1a de­

gradacidn de feni1-beta-xilosido dos rutas de reacci6D -

que difieren en 1a natura.J.eza de 1os donadores glicosi1. 

Cuando 1a reacci6n de p-nitrofenil, o-nitrofeni1 o 

fenil beta-xiloeido a una concentracidn de 20mM se 1levo 

a cabo con 1a beta xi1anasa, se observó que 1a xi1osa 

fue so1amente un componente menor entre 1oa productos de 

reacci6n formados. La deecompoeicidn de 1oa ari1 xi1osi­

dos estuvo acompañada pr:l.ncipa1mente por 1a formaci6n de 

xilobiosa y, en menor proporcidn, por la formación de x.!, 

1otriosa y xilosa. La formacidn de xiloo11goeacáridos de 

p-nitrofeni1 beta-xiloeido durante la incubacidn con be­

ta-xilanasa fue más aparente a una concentracidn de sua­

trato más e1evada (lOOmM). Ninguno de loe procedimientos 

químicos de detenci6n nos permiti6 establecer la presen­

cia de aril glicoeidos de oligoeacáridos de xilosa en --

1as mezc1as de incubacidn; se esperaba que estos se for-­

maran al. menos en la etapa inicia1 de la reacci6n. Esto 

fue una consecuencia de la baja concentracidn de ta1es -
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compuestos y a 1a baja ••n•~b1l.~4~.4• 1os procedimientos 

de detecci6n. Los fen11 o1igosacáridos podrían haberse -

identificado fáci1mente en 1as mezc1as que contienen fe­

nii beta (U-c14) x11osido como sustrato, despuls de tiea 

pos cortos de incubaci6n tal.es muestras contuvieron, ad~ 

más de1 sustrato pequeñas cantidades de xi1obiosa y x11_a 

trioea, dos productos radioactivos, 1os que acuerdo a 1a 

movi1idad cromatográfica parecen ser feni1 beta xi1obio­

sido (compuesto 1) y fen11 beta-xi1otriosido (compuesto 

11). La xi1osa y xi1otetra.osa estuvieron presentes so1a­

mente en trazas en esta etapa tem~rana de 1a reacci6n. -

Se puede observar que 1a reacci6n sigui6 un patr6n com-­

p1e jo de digesti6n de feni1 beta-xi1osido y aparecen va­

rios productos que varian marcadamente con e1 tiempo. --­

Los primeros que se formaron fueron feni1 gl.ic6sidoa de 

xi1obiosa y xi1otriosa, a1canzando su máxima concentra•­

ci6D despu's de aproximadamente JO minutos; disminuyendo 

despu's de este tiempo continuamente. La xi1obiosa, xi1,2 

triosa y xi1otetraosa se formaron despu's de un período 

1ogaritmico corto. De estos o1igosacáridos', 1a :xi1otetra.sa 

sa y xi1otriosa se consumieron en otro curso de reaccidn, 

produciendo un equi1ibrio en e1 que 1a xi1obiosa y x11osa 

fueron 1os productos prin~ipal.es de 1a deecomposici6n de 

fenil. beta xi1osido. Es de intlres por 1o tanto, encon-­

trar como procede 1a reacci6n de 1a endo-beta-D-xi1anasa 
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con fenil. beta xilosido a baja concentración de1 sustra­

to. A una concentraci6n de 5 mM la velocidad de deBTada­

ci6n de fenil. beta xil.osido fue extremadamente baja y no 

se encontraron en l.a mezcia fenil gl.icosidos de xil.obiosa 

y xilotriosa. Un hal.lRzgo importante fue el. que 1a xil.o­

bioea, fue Duevamente el producto de reacción que preva­

lecía. Esto fue evidencia clara de que l.a beta xil.anasa 

es incapaz de catalizar l.a hidr61isie simp1e de ari1 xi1,2 

sidos y que cual.quier mecanismo posible Ae degradación -

involucra 1as reacciones de traneglicosil.ación. En otras 

pal.abras, 1oe ari1 xil.oeidos son mejores sustratos para 

1a transferencia glicoeil. que para la hidr6l.isis. (8) 

Un punto importante; ha de ser que se postul.e un m.!, 

caniemo posible de reacción de 1a degradación de fenil -

beta xi1osido por la beta xi1anasa, es decidir si loe -­

productos intermediarios de ambas vías propuestas sir-ven 

como donadores xiloeil. pa.ra el :f'enil. beta xil.osido o re­

ceptores de l.os residuos xilosi1 que se originan de l.a 

mol4cul.a del. sustrato. La evidencia obvia de loe antes 

mencionado en un trabajo que real.izó Biely (7) es sufí-­

ciente soio para excl.uir la posibil.idad de que ios inte.!: 

mediarios sirven excl.usivamente como aceptores g1icoeil., 

y sugiere fuertemente que funcionan principalmente como 

donadores gl.icosi1 debido a que son lo suficientemente 

grandes para ser hidrolizadoe por l.a beta xilanasa. 
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La cin4tica de la reacci6n de la beta-xilanasa con 

fenil beta-xilosido es aná'.loga a lo que se ha observado 

durante la degradaci6n de p-nitrofenil 2 acetoamido-2~­

deoxy-~eta-D-glucopiranoeido ea presencia de eligoeac~r~ 

dos de quitina por la lieosima o para la degradaci6n de 

fenil alfa-D-glucopiranoeido en presencia de maltosa por 

alfa Ellllilasa de Bac~lus subtilis. Una característica e~ 

mWi de todas estas reacciones es que ee efect15an bi4n a 

concentraci6n extremadamente alta de l~s· sustratos. En -
contraste a la reacción de la beta-xilanasa; ya mencio~ 

da con anterioridad la degradaci6n de lo• aril-glicosidos 

ocurre sin la adición de los oligosacáridos donadores -­

glicoeil. La fase logarítmica pudo ser eliminada agreg8!! 

do una pequeña cantidad de maltotriosa a la mezcla de 

reacción; y no se regi·stro, la reducci6n adiciona1. de la 

velocidad de la reacci6n, como la que se observó durante 

la degradación de loa feDil-beta-xiloeido por la beta-x.!, 

lanasa en presencia de oligosac,ridos agregados, Fujimori 

y colaboradores fueron capaces de interpretar las carac­

terísticas principales de la degradación de mal.tosa por 

la alfa amilasa en tfrmillos del mecanismo de reacci6n. 

No consideraron los cambios conformacioi1ales ind~cidoe 

por el sustrato sobre la enzima que es la responsable de 

la fase logarítmica de la reacción y de la dependencia -

eigmoidal. de la concentración. Estas dos características 

de la cinftica enzimática son consistentes c~n el conce;e 

to de enzimas hieter4ticae que funcionan a diferentes --
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conformaciones dependiendo de sus sustratos. La beta-xil.~ 

nasa de c. a1bidus puede ser dicha enzima, debido a que 

parece presentar diferente reactividad como una funci6n 

del. sustrato donador. 

5.5.- Sitio de enlace enzima-sustrato. 

El. sitio de enJ.ace para el. sustrato de endo-(1,4)~ 

beta-D-xil.ena.sa de la levadura Cr;yptococºcue albidua •• 

investig6 utilizando; (l.,4)-beta-oligosacáridoa (r-H3 ) -

marcados en el extremo que reduce. La eval.uacidn de afin.! 

dades de diez eubsitios imaginarios por el m~todo de Su­

ganuma y colaboradores eeBal.o que el sitio de enlace-su~ 

trato de la enzi:ma est4 compuesto por cuatro subsitios y 

que los grupos catal.:!ticos .están .local.izados en el. cen-­

tro. Loa subsitioe imaginarios al. lado izquierdo del. si­

tio ·de en1ace (la.do "ter:ninaJ.. no reductor") mostraroi1 P.2 

ca o ninguna afinidad para unir a los residuos xil.osil.. 

Para loa subaitios del. l.ado derecho del. sitio de enl.ace 

(l.ado "terminal. reductor") se obtuvieron valorea negati­

vos de afinidad, l.o que significa que esta regi6n de l.a 

enzima es deefavorabl.e para atrapar a los residuos xil.o­

sil. Como consecuencia de la distribuci6n asim~trica de 

l.os valores negativos de l.a afinidad alrededor del. sitio 

de enlace, la enzima despleea una fuerte preferencia pa­

ra atacar cerca del extremo reductor del. sustrato. Cona_! 

dera.ndo la longitud de (I-H3 ) xil.ooligosacáridoa, l.a ~-
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(r-H3 ) ~i1obiosa fue el producto de reacci6n que preva1~ 
ci6 en la etapa temprana de la hidr61isis y 1a frecuencia 

de distribuci6n de en1ace desdob1ado dieminuy6 a partir 

de1 segundo en1ace g1ucos!dico hacia el extremo no redu~ 

tor. Tambi4n fue importante eva1uar 1a eficiencia de 1a 

xi1osa, xilobiosa, meti1 beta-D-xi1oaido y fenil beta-D­

xiio·sido por servir como aceptoree g1icosi1 en las reac­

ciones transg1ico1!ticas que se producea a elevadas con­

centraciones de xi1otriosa. 

E1 estudio del modo d• acci6n de 1ae polisacárido -

hidro1asae utilizando 1os o1igoeacáridoa correspondientes 

11evan el concepto de que 1a enzima ataca a una cadena -

po1isacárida que interacttia. con el sustrato a trav's de 

varias unidades g1icosi1 a1 mismo tiempo y que 1a inte-­

racción de una parte dada de 1a enzima con una. sola uni­

dad glicosi1 es más o menos independiente del resto de -

la mol,cula del sustrato. El sitio de enlace de un.a enz~ 

ma es por esto considerada como una serie de eubeitios, 

cada uno de loe cuales ea capaz de unirse con una unidad 

de carbohidrato. Loa grupos cata1íticos están localizados 

entre dos aubsitioe, y su localización y el ni1mero de su~ 

sitios es una característica del comportamiento de 1a 

enzima. Para la determinaci6n y localización de estos 

subsitioa catal!ticoe se han desarrollado dos mltodos; 

ambos están basados en el análisis del producto de loa 

oligosacáridoa marcados terminalm•nte bajo condiciones 
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de hidr6lisis unimolecul.ar con el conocimiento cin,tico 

de1 oligosacárido: aunque la endo-(1,4)-beta-xilanasa de 

Cryptococcus albidus ha mostrado reaccionar con sustrato 

mul.timolecul.ar además de la simple hidr6lieie. (9) 

El sitio de en1ace sustrato de 1a beta-xilanasa de 

la 1evadura parece estar compuesto de cuatro subsitioa, 

1oe cual.es solamente dos, subsitio• -II y II •uest:ran 

una fuerte afinidad para en1azar 1o• residuos xi1oai1 de 

1oe (l,4)-beta-xiLooligosacáridoa. E1 sitio de enlace de 

1a enz:l.ma esta compuesto de cuatro subsitios con 1oa S'r:!! 

pos catal.!ticos localizados a 1a mitad, 7 está de ac'U8r­

con el hecho de que la xilotetraosa, a baja concentraci6~, 

es desdob1ada casi eapecificamente en e1 segundo en1ace 

glicos!dico. El concepto del sitio de enlace con cuatro 

subsitios de la enzima tambi4n c~~ple loa va1orea de lo• 

par4metros V/Km obtenidos para 1oe olig~sacáridoe proba­

dos. Los parámetros no aumentan significativamente de 1o 

que va de xi1otetraosa a xilopentosa. La xilotetraosa p~ 

rece ser e1 sustrato más pequeño que es rilpidament• hi~ 

dr61izado por la enzima. 

Los calculoe de las afinidades de eubsitioa ima~ 

rioa alrededor de 1os cuatro subsitios de en1ace de 1a -

beta-xi1anaaa eeña1aron que estas regiones de la enzima, 

a pesar de que ae unen a1 sustrato, juegan un papel mu¡y 

importante en la interacci6n enzillla-suetrato. Loe aubaitios 
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imaginarios a ia izquierda dei sitio de·enl.ace mostraron 

poca o ninguna afinidad para enl.azar a ioe residuos xii~ 

ei1. E•tos eubsitios ni en1.azan ni rechazan a ios resi~ 

duos xi1osii, por 10 tanto quiz~ no exietán y correspon­

den al. especio exterior de ia moi4cul.a de ia proteína.. -

Para 1os subeitios dei iado derecho dei sitio de enl.ace, 

1os vaioree negativos para ia afinidad fueron obtenidos. 

Beta regi6n de 1a enzima (eubaitioa XIX, XV T V) ea de­

favorab1e para 1a comp1ejaci6n con residuos xi1osi1. La 

barrera de energía en ei 1.ado derecho de1 subsitio II 

parece aer e1 factor prú1cipal. que hace que ia enzima 

ataque a ios eustratos preferencial.mente en e1 segundo -

enl.ace gl.icosídico dei extremo reductor y exp1ica por que 

1aa frecuencias de deadobl..aaiento de enl.aces de o11gosa­

c4ridoa di111Dinuye hacia e1 extremo no reductor. Sin emba.!: 

go, no hay duda de que 1a enzima tambi&n es capaz de de.! 

dob1ar enl.aces internos de po1imeros grandes. Esto se -­

obtuvo a partir de ias mediciones viscosim4tricas y fre­

cuanc ias de desdob1ami.ento de enl.ace• da oiigoaac4rido• 

de grand••• 

La observacidn da que 1oe o11gosacáridoa mita grandes 

que 1a x11oheptaoaa eran ios peores sustratos que ia xi­

iotetraoaa nos da ente~der qua 1o• eubsitioa imaginario• 

-XV o V fueron tamb14n desfavorab1es para e1 enl.ace de -

ioe residuo• x11oe11. 
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La afinidad del subsitio II tambi4n se eval.áo en ~ 

se a la eficiencia de xilosa y xilobiosa para servir co­

mo aceptores glicosil en las reacciones transgl.icosiii-­

cas. Loa val.ores obtenidos de esta manera y por el m'to­

do del grupo de Hiromi difiere aproxi~dam.ente en I 

Kcal./mol. De acuerdo a Chipman y Sharon, está •iscrepan­

cia no puede ser necesariamente un error experilllentai o 

m4todo 16gico deb:lido a que el val.or de afinidad tambi'n 

puede incluir cambios conformacional.es en la enzima que 

son necesarie•.p&ra el eniace. En cuanto a esto tambi4n 

hay que considerar que cada uno de los val.ores se obtuvd 

por diferentes grados de saturaci6n de la enzima con xi~ 

lotrioea. 

Una comparaci6n de las velocidade• inicial.•• d• ut~ 

lizaci6n de aceptores de xilosa y metil beta-D-xi1osido 

señal.a una contribucidn re1ativamente pobre de1 en1ace -

gl.icos!dico al. en1ace de aceptores en e1 subsitio II. 

Aproximadamente las mismas ve1ocidades de uti1izaci6n de 

xi1obiosa y feni1 beta-D-x11osido sugirieron que el sub­

si tio II es capaz de unir a1 aril aglicon casi tan fuer­

temente como el residuo extremo reductor de xi1obiosa. -

La compresi6n tot~l de estos resu1tados esta condicionado 

al. conocimiento de 1• estructura de1 sitio activo de 1a 

beta-xilanaea. (9) 
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Todas las características de la degradacidn de oli~ 

sacárido por la beta xilanasa eon consistentes con el m.!. 

caniemo de reacci6n tipo lisosime.. 

Por lo tanto se puede concluir que la enzima está -

compuesta por cuatro eitios -XI.-J:.,I, II con grupos cata­

líticos local.izados entre loa aubsitioe -I y I. Siemdo 

los eubsitios -XI y II los que presentan alta afinidad 

por ias unidades xilosi1. Loa va1ores negativos de la B.!! 

ma de afinidades de subsitioe -I y I está de acuerdo con 

el hecho de que la xil.obiosa es un sustrato pobre para -

la enzima. 

Bajo las condiciones de hidr61isis unimolecul.ar, la 

xilotriosa fo:naa dos complejos productivos con la beta -

xilanasa, uno de los cuales predomina fuertemente. La 

xilotriosa (I-H3 ), a concentracionea iniciales bajas, es 

desdoblada casi exclusivamente para dar xilosa marcada; 

con el aumento de la concentracidn de xilotriosa, sin •!!! 

bargo, la proporción de H3-(xi1)2/H3- xil aumenta debido 

a la participación de mecanismos de reacci6n bimolecular. 

De acuerdo a los análisis desarrollados para una alfa--­

amilasa por Robyt y French, pueden considerarse tres me­

canismo• bimolecul.ares para la degradaci6n de la xilotri.2, 

ea que aons 
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a).- Un complejo termomo1ecul.ar1 una segunda mollcul.a de 

xilotriosa "empuja" a 1a primera a Wla posicidn que 

promueve la hidr6lisis del segundo enlace gl.icos!di 

co. (l.3) 

b}.- Transglicosilaci6n.- transferencia de un grupo g1i­

cosil de una mol4cul.a de1 sustrato a otra mol4cul.a 

de sustrato; en e1 caso de l.a xil.otriosa uno puede 

considerar l.a transferencia xil.~sil.o xilobiosil -­

para d~r xilotetraosa y xil.opentaosa, respectiv~ea 

te, debido a que son mejores sustratos para beta x,! 

lanasa que l.a xil.otriosa, y son rápidamente digeri­

dos por una hidr61isis unimolecu;J.1ar. (10) 

c).- Condensación.- un proceso de apareamiento de do• 111,2 

l.4cul.as de xil.otriosa para dar xil.opentaosa (rever­

sión de l.a hidrdl.isis} que es un mejor sustrato pa­

ra l.a beta xi1anasa que l.a xil.otriosa, l.a xilopen-­

taosa sufrir!a una hidrdl.ieie unimol.ecul.ar rápida. 

Conociendo l.os val.ores de l.as frecuencias de desdo­

b1amiento de enlaces de ol.igosac4ridos el.evades bajo coa 

diciones de hidrdl.isis unimol.ecul.ar, uno puede predecir 

l.os interval.os para l.os val.oree de H3-(xil.)2/H3- xil y -

promedios mol.ares (xil.);l'xil. para l.os mecanismos de reag 

ci6n bimol.ecul.are• (10). Para distinguir a los mecanis­

mos que dan el._mism~promedio de productos, la distribu-­

ci6n de 1a marca en la xil.obiosa formada de xilotriosa 

(Y-H3) deber!a util.izarse como otro criterio. 
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A1 comparar 1os va1ores experimentales de a3-(xi1)2/ 

a3-xi1 y loa promedios molares (xil2/xi1 obtenidos a va­

rias concentraciones de xi1otriosa con 1oe valoree pred! 

chos se puede concluir que: La hidrdlisis unimo1ecul.ar 

se l1eva a cabo a bajas concentraciones de xilotrioaa. 

E1 cambio de dos a W'l e~ace de~ sustrato seguido por la 

hidrdlisia en el segundo enl.ace gl.icosídico participa a 

concentracion•a aproximadas de 5mll. Con otro aumento po~ 

terior de la concentraci6n de xi1otrioaa; ocurre el aume5 

to de1 promedio molar (x1l.) 2xi1 T de •ata man~ra. soporta 

la evidencia para la ausencia de 1a redietribuci6n de ~a 

marca en la xilobiosa tritiasa, y sirve como buena evi-­

dencia de que el cambio de dos a un en1ace y la subsigu_! 

ente trar.u1ferencia g1icoail es el mecaniBlllo bimo1ecul.ar 

predominante en 1a degradacidn de xilotrioea a concent11!: 

ciones e1evadae. Este mecanismo encontro a.poyo en el he­

cho de que 1a xilotetraosa encontrada entre los produc-­

toa de reacci6n a concentraciones e1evadas de xi1otrioea. 

La transferencia xi1obiosi1, no puede excluirse comp1et.!! 

mente pero ciertamente no contribuye significativamente 

con ias proporciones de producto observadas (poca xilo-­

biosa marcada es formada inicia1mente a concentraciones 

al.tas de xilotriosa). Una prueba para 1a redistribuci6n 

de la marca en xilobiosa tritiaea did resul..tados negati­

vos, por lo tanto, podemos desechar a la condensacidn c2 

mo un mecani111110 bimolecuJ.ar de la degradaci6n de xilo--­

tr~sa. 
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Bajo condiciones de hidr61ieis unimo1ecul.ar, 1a x1-

1otetraosa forma un comp1ejo productivo con 1a enzima en 

e1 que todos 1os sitios de enl.ace de l.a enzima están OC!! 

pados. Son formados dos compl.ejos productivos a frecuen­

cias bajas. En contraste con l.a xi1o*riosa, que muestra 

mayores variaciones en l.os proaedios de productos que d~ 

penden de 1a concentraci6n, 1os promedios de productos -

de xil.otetraoea (r-H3 ) cambia sol.amente a concentracio-­

nee al.tas. El. aumento de1 promedio de xil.utrioea marcada 

estuvo acompañada por l.a formací6n de o1igoeacáridos más 

grandes que l.a xil.otetraosa. Por l.o tanto, e1 cambio de 

dos a un enl.ace de l.a xi1otetre.osa no es seguido por hi­

dr61ieis, sino que se une a una reacci6n de transferen-­

cia que 11.eva l.a fo:r:maci6n de cantidades significativas 

de xil.opentaosa. 

La hidr6l.iais unimol.ecul.ar de (r-H3 ) xi1opentaosa -

l.ibero dos productos principal.es marcados que correspon­

den a l.a fo:naaci6n de dos compl.ejos productivos. Un com­

pl.ejo predomina sobre el. otro, quizá debido a l.a dietri­

buci6n asiiil,trica de af:inidadee entre 1oe eubeitios -rr 
y rr. y de fuerzas de repul.ei6n al.rededor del. sitio d• -

enl.ace de l..a enzima que tiene cuatro subsitioe. Los cam­

bios en 1a frecuencia de deedobl.emiento de enl.ace de xil.~ 

pentaosa con l.a concentraci6n, eilllil.ar a aquel.l.os en el. 

caso de xil.otetraosa, indican un cambio del. sustrato a l.a 
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derecha de1 sitio de enlace de la enzima. E1 cambio no -

parece ser seguido por hidr6lisis sino por una tranefe-­

rencia de xilosil y xi1obiosi1, ref1ejado en l.a formaci6n 

de o1igosacáridos más largos que la xi1opentaosa. 

Las reacciones de transferencia estuvieron bien ma­

nifestadas por 1os resu1tados de a.ná1isi• de productoa -

marcados fonnados durante la degradaci6n de oligosacári­

doe no marcados, en la presencia de xilobioea 111&rcada. -

Durante cierta incubación de xilotrioea por ejemplo, so­

lamente fue xil.otriosa e1 o1igosacárido recien marcado -

en la mezcla, lo que puede ser realizado solo &i es efe~ 

tiva la trar.aferencia xilosil. Este resultado al. mismo -

tiempo, señaJ..a la existencia de un intermediario enzima­

xilosil, el residuo xilosil se encuentra cerca del sube~ 

tio -I. Los subsitios I y II interactuan con e1 aceptor 

xilobiosa, y la reacci6n reversible lleva a la formaeidn 

de la misma uni6n g1icos!dica que se había desdoblado &!!; 

tea. Esto es una anoma1!a a la interpretaci6n de reacci_2 

nes transg1icos!1icas de la 1isosima. Todas estas obse:E'­

vacionee no apoyan la posibilidad de f ormaci6n de inte1"­

mediarios enzi.aa.-gl.icoail del extrema reductor de xilo_._ 

oligosacáridos. 

En conclusi6n el modo de acci6n de 1as beta-xilan~ 

sas de C. albidus, muestra fuerte similitudes con el m2 

do de acción de 1a lisosima y alfa amil.asa. El. mecanis­

mo de reacci6n e~rido para la degradación de xílotri2 

ea por 1a beta xi1anasa difiere ligeramente del Qode1o 



- 97 -

propuesto para la degradación de mal.totrioea por la alfa 

amilasa. 

5.6.- Sintesis e Hidró1isia. 

De los enlaces (l 03)-beta-xi1os!dicoa por la endo-­

(104)-beta-xilanasa de Cr;yptococcua albidus0 la endo-(1 0 
4)-beta-xilanasa extrs.ce1u1ar purificada·de 1a levadura 

Cr;yptococcus albidue catal.iza no solamente los enlaces -

(1,4) sino tambi&n en una reacción de transglicosilación 

alternativa lleva a la formación de en1aces (l,3)-g1ico­

e!dicoe. Se aislaron por cromatografía preparatoria en -

papel a partir de una mezcla de productos de la degrada­

ción por beta xilana.ea de feni1 beta-D-xilopiranosido 0 -

tres fracciones de oligosacáridos0 que difieren cromato­

gráfice.mente de 1os productos de enlace (1,4)-beta. Su -

estructura ae elucid6 por espectrometria por resonancia 

magnetice nuclear e hidrólisis enz:iJa4tica por beta xila­

nasa y beta xiloaidasa. La xil.otriosa isom,rica ae iden­

tificó como 3-0-beta-D-xilopiranoail-4-0-beta-D-xi1opiJ:'!!: 

nosil-D-xilosa. 

La estructura de1 ieomero trisacárido se confirmo -

por degradaci6n enzimática. A una concentración de 20 mlll, 

el trieacárido produjo (1,4)-beta-xilobioea, (l,4)-beta~ 

xilotriosa y trazas de xilosa. En este caso el mecanismo 
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de J.a degre.daci6n ll•l" •Úétrato invoJ.ucre máe transgl.ico­

eilaci6n que una simp1e hidr61ieie. 

k:0
\..oH 

H~ 
OH 

• J;,;\.OH 

H'JL-( 

S-XILANASA 

LA ESTRUCTURA DE TRISACARIDO ISOMERICO Y SU PRODUCTO DE OEGRAOACION 
POR fJ ·X 1 LANASA Y J3·XILOSIDASA. 

E1 trisacárido sol.o fue J.igeramente degradado por 1a 

beta xi1~sidasa en comparaci6n con el promedio de hidr6-

1isis del. en1ace (1,4)-beta de J.os xiloo1igoeacáridos. -

OH 
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De los dos productos inicialmente esperados, la xilosa y 

(l,4)-beta-xilobiosa, se detecto solamente l..a xilosa en 

la mezcla por medio de la cromatografía en capa fina. La 

afinidad más alta de beta-xilosidasa para el enlace (l,4)­

beta de loe residuos xilosil que para el enl.ace (l,3)-b~ 

ta de los residuos xilosil es la razdn principal de pol:'­

que (1,4)-beta-xilobiosa fue hidrdlizada tan pronto como 

se formaba. 

En otra fraccidn se encontrd tetrasac~dos los Cll!!: 

les está representado principalmente por 4-0-beta-D-xil~ 

piranosil-3-0-beta-D-xilopiranosil-4-0-beta-D-xilopiran~ 

sil-D-xilosa. Su estructura se tra.td de elucidar con el 

espectro 013 resonancia magnetica nuclear au.g-i_riendo que 

el tetrasacárido t~ene una xilosa sustituida en (l,3)-be 

ta en el extremo reductor. Sin embargo, loa datos de c13 
resonancia maenetica nuclear no hacen posible distinguir 

entre otras posibles estructuras de tetrasacári.doa. 

¡;;;;ºVii~º ~ ~º}.. 
lla H0"1i....{ -¡ . OH , HO O v'\:.._¡ OH 

OH O OH OH 

t::: 0v-ro-0
Vd ¡;;;;ºYó ¡;;;:º~ 

llb HO"L...( HO'\¿___( \../L.¡ °v-fJ:.¡ OH 

OH OH OH OH 
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Por l.o tanto sus asignaciones no pueden hacerse sin 

l.a in:formaci6n a.dicional. de l.a hidr6l.isis enzimática. El. 

tratamiento de l.a :fracción donde se encontraba este tetr~ 

sacárido por beta xil.osidasa l.l.eva a l.a :formación de xi­

l.osa y un. trisa.cárido is6merico que tiene movil.idad de -

3-0-beta-D-xil.opiranosil.-(1,4)-0-beta-D-xil.opiranoeil.-D­

xil.osa, en aproximadamente el. mismo promedio molar (fig.) 

B 

11 

- ; f ' 
> - , • 

I' , ,, ' 
' r , ' ' • l t t ' ! . ' '( 
t 

Xyl 

11 

o 116 112 2 024225 

TIEMPO DE INCUBACION (h) 

El. promedio de desdobl.amiento del. residuo xil.osil. -

terminal. :fue simil.ar el. de l.oe xil.ool.igosacáridos unidos 

por beta-(1,4). El. trieacárido isómerico :fue el. peor 
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sustrato para otra digesti6n con beta-xil.osidasa, l.o que 

indica l.a presencia de un residuo xilosil. unido por (1,3)­

beta en su extremo no reductor. Este resul.tado sirvi6 c2 

mo una fuerte evidencia de que l.a fracción de estos te-­

trasacáridos contiene el tetrasacárido II a como el. con~ 

tituyente predominante. La presencia del. tetrasacárido -

II b no se puede excl.uir, ya que en el. caso del. desdobl.E!: 

miento del. residuo xil.osil. (l.,3)-beta, no se pu.do encon::.. 

trar l.a (l.,4)-beta xilotriosa entre los productos de hi­

dr6l.isis debido a l.as mismas razones que l.a (1,4)-beta-­

xilobiosa en la digesti6n por beta-xil.osidasa del. trisa­

cárido anterior. 

Los productos del. tratamiento con l.a beta-xil.ana.sa 

de c. albidus sobre la fracci6n de l.os tetrasacáridoe -

dependi6 de l.a concentraci6n del. sustrato. A una conce~ 

traci6n de 0.5 mM, l.a (1,4)-beta-xil.obioea se 1iber6 c2 

mo el. producto principal. además de pequeffas cantidades 

de xil.osa y (1,4)-beta-xil.otrioea (figura.}. Estos resul.­

tados confinnan nuevamente que l.a fracción de l.oe tetra­

sacáridos está representada principal.mente por ol.igosac~ 

rido· ·IIa mientras que el. ol.igosacár:Ldo I:J:b es sol.o el. -­

componente menor. A una concentración de 20mM l.a fracción 

de los tetrasacáridos fue convertida por la beta xil.ana­

sa a varios productos: (1,4)-beta-xilobiosa, trisacárido 

ieom~rico I (l,4)-beta-xil.otriosa, (l,4)-beta-xil.otetra2 

ea y un pentasacárido isom~rico. 
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Otra fracci6n Irr. contiene pentasacáridoe isOm~ri.­

cos en muy pequeña cantidad, por l.o tanto, ee aometid a~ 

l.amente, a degradaci6n por beta-xil.osidaea. Le. enzima 1.! 

ber6 r4pidamente xil.:>sa. xil.otetraosa isomárica y xil.o-­

triosa isom~rica. Por estojesta fracción parece ser pr1!! 

cipal.mente una mezcl.a de pentasacáridos isom,ricos que -

contienen cada uno de el.l.os enl.aces (l.,3)-beta entre doa 

di~erentea residuos xil.osil. internos. Los ol.igosacáridoa 

isom&ricos se hidrol.izaron en el. enJ.ace {1.3)-beta. a P.!. 

sar del. hecho de que l.a enzima no ataca a1 (J..3)-beta-x.!, 

l.ena.s. Los resul.tados están interpretados en rel.aci6n a 

l.os cuatro subsiti:>s del. sitio de enJ.ace de l.a enzima -­

con el. sustrato. 

E1 (l..3)-bcta xil.ana de Caul.O!J2n :f'ili:f'ormis es pra.s:_ 

ticamente insol.ubl.e en agua. Cuando l.a enzima •e apl.ico 

en suspensi6n en agua, no se observ6 hidr6l.iais. Se obt_!! 

vo el. mismo resul.tado cuando l.a enzima se incubo durante 

10 d!aa (en presencia de azida de sodio) con el. primer -

polisacárido sol.ubil.izado en NaOH cal.iente (0.5M) y neu­

tral.izado subsiguientemente con ácido ae&tico. Por l.o -­

tanto conel.u.imos que la beta xil.ana.sa de Cryptococcua .!!!­
~ es incapaz de atacar al. (l..3)-beta-xil.ana l.ineal.. 
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Sin embargo, l.a enzima e~ capaz de hidr6l.izar a. l.a 

xil.ana que contiene ambos enl.aces; (1,4)-beta y (1,J)-b~ 

ta. Esto se demostr6 por 1a cromatografía de l.os produc­

tos de digesti6n de Rhodymenis por Cr;yptoooocus a1bidus; 

aunque l.a estructura de estos productos no se ha estab1~ 

cido; se pUdo ver en el. cromatograma producto• unidos por 

(l.,4)-beta y por (1,3)-beta. (9) 

Cuando 1a beta xil.anasa actdo sobre ~os (1,4)-beta­

xi1oo1igosac4ridos que contienen ramificaciones xi1osi1 

unidas por enl.ace.s (1, 3)-beta (figura) 

IV 

V Hfir~J¿JCH3 :EJ OH OH 

OH 

Se encontr6 que el. compuesto J:V era compl.etamente ~ 

sistente al. ataque de l.a enzima. Sorpreeivamente el. com­

puesto V sirvi6 como sustrato. Sin tomar en cuenta su ~ 
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concentraci6n fue hidr61izado 1entamente en tetrasac~rido 

1ibre y meta1. Siendo 1a movi11dad cromatogra.f'ica de1 t~ 

trasacárido semej~te a 1a de (1,4)-beta-xi1otriosa. 

La capacidad demostrada de 1a endo-(1,4)-beta-xi1a­

nasa de Cryptococcue a1bidus para cata1izar 1ae reaccio­

ne e transgl.icos!1icas que 11eva.ia a 1a formación de enl.a­

ces (1,3)-beta. es otro ha11azgo inesperado que seaaia -

un nuevo aspecto de 1a especificidad de 1a enzima estudi~ 

da e indica que otras endo g11ca.zaasas pueden tener propi~ 

dades simi1ares. En un experimento que se llev6 a cabo 

(11) se demostró c1arsmente que 1os x11oo11gosacáridos -

ieom,ricos contienen so1o un en1ace (1,3)-beta. Basando­

se en sus estructuras uno puede asU111ir que fueron forma­

dos principa1mente por 1a transferencia (1,3)-beta_de ~ 

siduos g1icosi1 a (1,4)-beta-x11obiosa. Su formación Pu.!!. 

de enfocarse mejor en vista a1 silio de en1ace de1 sust~ 

to estab1ecido para 1a beta xi1anasa de Cr;yptococcus a1bi­

~· E1 dimero unido por (1,4)-beta que siJ."Y'e co~o acep­

tor gl.icosi1 se puede encontrar firmemente a través de 

su unidad reductora en e1 subsitio XX. Un enlace déb11 

de su unidad no reductora. en e1 subsitio X puede permitir 

una rotaci6n 1imitada de 1a unidad a1rededor de1 oxígeno 

g1icos!dico, de ta1 manera que e1 grupo hidroxi1o de1 -­

carbono 3 puede acercar a 1os grupos de 1a enzima a 1os 

1ugares donde se 11eva a cabo 1a reacción de tra.nsferen. 

cia. E1 grupo hidroxi1o de1 C-2 parece estar distante de 
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este l.ocua y esto puede ser l.a raz6n principal de porque 

no ocurren l.ae reacciones de transferencia (1,2)-beta. 

(figura) 

H~O~OHo~~o 
H~---0/ H~ ~ni H<t O HO ••• O HO . OH 

-11 -1 11 

Repreeentacidn eequematica de l.a poeibil.idad de tra.n~ 

fe;rencia de 1os residuos (1,3)-beta g1icosil. a (1,4)-be­

ta xil.obioea. 

Cuando se trataron con l.a enzima reeponsabl.e de 1a 

einteeis 1os triea.c~ridos isom@ricos se deedobl.aron. ex-­

cl.usivBIDente en el. enl.ace (l.,3)-beta. A el.evadas concen­

traciones su en1ace (l,3)-beta tambi'n se rearregla a un 

(1,4)-beta, debido más frecuentemente a su transferencia 

(l.,4)-beta. De esta manera en contraste a 1a (l,4)-beta 

xil.otrioea, el. trisac4rido iaom~rico f onna con l.a enzima 

UZL compl.ejo tanto a bajas como a el.evadas concentraciones 

(figura A y B). 
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000 000000 
A~B~ 

-11 -1 11 

A= COMPLEJO ENZIMA TRISACARIOO A BAJAS CONCENTRACIONES. 
B= COMPLEJO TERMOLECULAR DE J:l·XILANASA CON TRISACARIDO ISOMERltO 

A ALTAS CONCENTRACIONES. 
(0----0) ENLACES 1,4-J:l-XILOSIL. 
(0-.--0) ENLACES 1.3-J!-XILOSIL. 

El. tetrasacárido isomérica rra forma con l.a enzima 

dos compl.ejos productivos. En el. primero de el.l.os, fo~ 

do a bajas concentraciones de sustrato, el. sustrato es 

desdobl.ado excl.usivamente en l.os enl.aces (l.,3)-beta de 

l.a parte media. La formaci6n de trisacárido isomérico y 

pentasacárido isomérico a el.evadas concentraciones de 

sustrato señal.a 1a formaci6n de un compl.ejo enzima-sust2'!!: 

to en el. que l.a hidrdl.isis del. enl.ace (l.,4)-beta terminal. 

en una extensi6n considerabl.e seguida también por trans­

g1icosi1aci6n. 

En base a l.a hidr6l.isie eetabl.ecida de xil.ool.igosa.­

cáridoe isom~ricos uno puede concluir que l.a xil.anasa de 

Cryptococcus al.bidue tol.era l.a distorci6n en l.a regu1ar~ 

dad de l.os sustratos lineal.es unidos por (l.,4)-beta. De­

bido a l.a inserci6n de un enl.ace (1,3)-beta, tanto en el. 

sitio de 1os grupos catal.iticos como en el. sitio aceptor 
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(subsitios I y IX), mientras ~ue los eubsitioe II y I -­

parec~n ser específicos para el residuo (1,4)-beta-xilo­

biosii. La enzima puede acomodar, sin embargo, un residuo 

xilosil que lleva una rsmificaci6n (1,3)-beta-xiloeil al 

subsitio II. 

5.7.- Otras endo (1,4)-Beta-D-xilanaeas. 

El int,res de realizar una investigaci6n similar con 

una beta-D-xilanasa diferente del hongo Crxptococcue al­

~ para proporcionarnos datos que permitirian obtener 

\Ula idea más general. del mecanismo de acci6n de las Beta­

D-xilans sas indujo el estudio en endo-(1,4)-B-D-xilnnasas 

de Aspergillus nieer principalmente. 

Une endo-(1,4)-beta-D-xilE•nasa ac!dica (l,4~beta-x,! 

lens-xile.nohidrolesa, EC 3.2.1.8) de Aspergillue nieer -

catal.iza la degradaci6n de (l,4)-beta-xilooligoeac4rido• 

linea1es por mdl.tiples vías de reaccidn anal.ogas a las -

catal.izadas por lieosima y a1fa-amilesas. 

El a.ni{].isie cuantitativo del ~roducto de lae mezcl8S 

de sustratos de la enzilla utilizando xilooligoeac~ridoe 

marcados en el extremo reductor con I-H3 y c14-xilotrio­

sa nos llev6 a las siguientes conclusiones: 

i.~ Las frecuencias de desdoblamiento de loe enlaces de 
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xil.otrioea, xil.otet:raosa y xil.opentaosa son fuerte-­

mente dependientes de l.a concentración de l.oe sustl'!; 

tos. 

2.- A una concentración rel.ativamente baja de l.oe ol.igo­

eacáridoe J.a enzima catal.iza l.as reacciones transgl.~ 

cos:O.icas produciendo productos máe grandes que l.os 

sustratos. 

3.- La xil.obiosa y en menor cantidad l.a xil.osa. son util.~ 

zadas como aceptores gl.icos!l.icoe en 1as reacciones 

de transferencia. 

4.- Los 1.ntermediarios glicosil. de l.a enz:ima. efectivos -

en l.as reacciones de transferencia se forman sol.ame~ 

te de l.a parte no reductora de l.os ol.igosacáridoe, -

debido a que no se obtuvo evidencia por condensación 

de dos mol.écuJ.as de ol.igoss.cáridos. 

5.- La enzima no cata1iza la degradación de xil.obiosa y· 

aril. xil.osidos en una velocidad apreciable. 

6.- El. sitio de enl.ace de beta-D-xil.anasa de Aspergil.l.us 

niger está compu~sto por siete subsitios. 
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u s o s 

Los m'todos modernos de fraccionamiento util.izado• 

hoy en día para aisl.ar enzimas específicas.·hacen posi-­

bl.e usar tal.es enzimas e:a el. aisl.BJl!iento • :lilvestigaci6n 

estructural. de pol.isacllridos de pl.antas. Las xil.anas son 

l.os pol.ieacllridos hemicel.Ul.dsicos principal.es que ocurren 

en material.es de desecho l.ignocel.Ul.6sicos como paja de -

l.as graaineas. bagazo. c4scaras. residuo _de eXpl.otaci6n 

forestal.. semil.l.as de girasol. y residuos de aserrín. ver 

otros págúw. 78. 

Las xil.anasas son enzimas capaces de desdobl.ar eet• 

tipo de enl.aces (l..4)-B-D-xil.anopiranosil.. Las xil.anasas 

asociadas con l.a acci6n sinerg,tica de otras enzimas --­

principa1mente cel.Ul.asas; son l.as enzimas responsables 

para l.a biodegra.dacidn de material.es l.ignocel.Ul.dsicos. 

El. uso de xilaJlasas homogeneas son herramientas al.tamente 

espec!ficas para el.ucidar l.a estructura de l.as xil.anas, 

as! como en la organizacidn de l.as paredes cel.ul.ares :in­

tactas de l.a pl.anta. 

Las xil.anasas en el. Japón son de gran val.or prácti­

co en l.a industria ya que son utilizadas para obtener x~ 

l.osa a partir de l.as xilanas (productos de l.a agricUl.tu­

ra; bagazo d• arroz. semil.l.as de girasol. residuos de as~ 

rrín. residuos de l.a expl.otacidn forestal; etc.) y de 
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aquí xil.itol; por hidról.isis enzimática. 

La.e xilanasas iil.timamente son de int,res coneidera­

bl.e por los nutriol.ogos, bioquímicos en etl.iJDentos y m'd.! 

cos. Estudios nutricional.ee han mostrado que mucha de la 

hemicelul.oea ingerida no es recuperada de las heces, p~ 

sumibl.emente debido a l.a fe:nnentación de estas sus~ancias 

por bacterias que colonizan ei col.ón humano. La investi­

gación de l.os Bacteroides ovatus, Bacteroidee egeerthii 

y Bacteroides fragiiis; especies de bacteriss que habitan 

el. col.6n hUlllano y que ademils util.izan a:.l.a xil.ana coao -

-ónica fuente de carbohidrato, han dado razdn p~ra que las 

xil.anaeas, enzimas producidas por estas especies de b3.c­

teroides sea motivo de estudio en l.a salud humana. (47) 

El conocimiento de l.as propiedades c2tal!tica~ de -

l.as xil.anasas son ta!Ilbi'n de gran importancia en el el~~ 

cenamiento de l.as 111Bderas. En años recientes ha habido -

un marcado :intt!res en l.a producción de pr::>teínas, de l.e­

vadurae en sustratos sacáridos presentes en lo~ desechos 

industrial.es de la madera, l.a producción de la biomasa -

está basada en l.a capacidt?d de l.as levaduras para utili­

zar ol.ig::>sacáridoa l.iberados de la madera durante l.a nr~ 

ducción de celu1osa, papel y fibras de cel.u.loeR. La con­

versión de polisacáridos de l.as pla.nt~'"' a proteínas ee -

real.izada mejor con cepas de levaduras ca~aces de la ut,! 

l.ización directa de l)Ol.isacf..ridoa sin sacarl f"icación 
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previa. F·or esta ri~z6n centramos nuestra atenci6n en l.u 

ocurrencia de actividades enzim/!ticas '¡ue degradan xil.n­

na y hemicelul.osa. 
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CONCLUSIONES 

Las xil.ana.sas son enzimas hidrol.íticas (l., 3)-B-D--­

xil.anxil.anohidrol.asas capaces de hidro1izar (l.,3)-B-D-x~ 

l.a.nos, EC 3.2.1.72, o D-xil.oea y D-xil.ool.igosacáridos; -

endo-(1,3)-B-D-xil.anasas, EC 3.2.1.32, y/o (1,4)-B-D-xi­

l.opiranosil de l.as (1,4)-B-D-xil.a.nas que pueden ser---­

(l.,4)-B-D-xil.anxil.anohidrol.asae. 3.2.1.8.endo xil.anasas 

7 3.2.1.37 a las (l.,4)-B-D-xilanxil.anohidrol.aaas, exo x~ 

l.anasas. 

Estas xilanasas se han encontrado en bacterias de -

ambiente marino y terrestre, en hongos sáprofitos, fito­

pat6genoe y micorriza, bacterias del. ru.~en, protozoarios, 

insectos, caracoles, crustáceos, al.gas oarina.s y semil.l.as 

germinadas. De entre la de origen microbiano han sido más 

estudiadas l.as producidas por l.as cepas de: Bacill.ue sue­

~. Strepto~yces xi1opHa.gue, Strentomyces sp., Aepe:E'­

gil.l.ue niger, Asnergi11us niger van Tieghem, Cera.tocystis 

parRdoxa y Crxptococcus al.bidus. 

Los sustratoe más comunmente usados: arabinoxil.ana, 

a.rabinog1ucurunixi1Pna, gl.ucuronoxil.ana. y xil.ans.e. Las -

técnicas de separación y purificación de est~s enzimas 

son: Cromatografía de intercambio i6nico, Cromatografía 

por permeabilidad en ge1, enfoque isoél.ectrico, zona de 
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electroforesis, afini~ad por los enlaces de D-xilana y -

Cristal.ización. Sus propied~des fisicoqu!micas estudiadas 

son: pH, pr, temperatura óptima, temperatura estable, p~ 

sos molecul.ares, Km e inhibidores. De estas ·enzimas; Las 

xilanasae podemos decir presentan actividad en un rango 

muy amplio de pH, de 3 a l.O; tienden a ser te.:nnoestabl.e11 

a temperaturas bastante al.~as como la. xilanaea de Cerato­

cystis paradoxa; sus pesos moleculares fl.uctdan entre loe 

l.6,000 a 38,000, determinados por diferen~es mltodos y -

son inhibidas por reacti~os su.1fihidril.o, metal.es iónicos 
2 + 2+ 2+ . ( ) como Hg , Ag , Cu • Pe ; gl.1cero1, 1,2 -etanodiol., v~ 

rioe azúcares y Iodo. Su composición en aminoácidos ya -

fue determinada y comparada con su peso molecular. E1 m~ 

do de acci6n de las beta xilanasa mueat·ra fuerte simili­

tudes al. modo de acción de la l.isosima y las alfa amil.a­

sas; siendo del tipo de las endo enzimas, son enzimas -­

constitutivas• inducidas y tienen.un gran uso en la bi~ 

conversión industrial. de l.os productos agrícolas y en la 

química orgánica. 
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