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INTRODUCCION

El interés en la utilizacién en los materinleg de

desecho de las plantas han dado consid#rable atencién -
a egtudiom acerca de las enzimas que d%gradan fracciones
de hemicelulosa de las paredes colular%s de las plantase.
La dgterminaoi&n de 1os_tipoa principa}es y caracteristi
cas estructurales bdsices de los polis#céridos que fore==
man la hemicelulosa; entre las que la $1lana tiene una -
posicién importante; han contribufdo a?atancialmente a -
la intensificacidn de los estudios de ia enzima que de—=-
grada a.la xilana: las XYLANASAS.

En este contexto se han recopiladg la mayor parte -
de la literaturas sobre estas enzimas, #os sustratos de—
gradables o no degradables dandole mayér importancia a -
la xilana por su amplia distribucidéng y a los microorgae=
nismos que las producen aunque ge daré%una lista de ellos
88 mencioneran en detalle sélo los més‘eatudiados, los -
diferentes métodos de estudio, sus proﬁiedades fisicoqul
micas y catal{ticas, sus usos ¥y aplica%ionea.

Se han llevado a c¢abo muchos estu#ios sobre los usos
industriales de amilamas y celulasas. Sin embargo sélo -~
se han publicedo reportes acerca de las xilanasas, pero

\
no por ello menos importantes, 1




Los estudios realizedos hasta 1985 han intentado -
producir a estas enzimas, purificarlas, carcterizarlas,
estudiar su estructura y modos de accidén, Esto es muy ~
importante ya que a partir de ello podemos elucidar la
estructura de muchos polisacdridos entre otras de sus -

aplicaciones.
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CAPITULO X
LAS XILANASAS
Estas enzimas pueden ser: (1,3)=B=D-xilanasas y/o (1,4)=
B=D-xilanasas.
.- (1,3)-B~-D-XILANASAS.
1.l1.-~ Definicién.
Son enzimas hidrolfitices (1,3)-B-D-xilanxilenchidro-
lasas capaces d&e hidrolizar (1,3)-B-D-xilanos, BC 3.2.1.7:
0 D=xilosa y D-xilooligosacdridos; endo-(1, 3)-B-D-x11a.n:n-
sas, EC 3.2.1.32.
le2+.= Fuentes Productoras.
Las (1,3)-B-D-xilanases son producidas por varias -
cepasgs de bhacterias de ambiente marino; algas marinne ver-

des, pardes y rojas, hongos terrestres, por ejemplo; ===
Aspergilius batatae, Chaetomium globosum & Irpex lacteus.




En un eptudio reaslizadc se encontré que alguneams bas
terias y hongos producen lae (1,3)-B-D-xilanasa y las —-—
{1,4)-B-D-xilanasas que son secretadas extracelularmente.

De 64 cepas de microorganismos se encontré que un =
minimo de 40 posefan actividad (1,3)-B-D=xilenagas y 36
cepas fueron cepaces de hidrolizar (1,4)-B-D-xilanas, eo
mo se¢ muecstra en la siguiente tabla;

Tabla 1
Tipos de nmero de cepas némero de cepas de microorganis-
microor- de microorganis mos que degradan (1,3)=B-D-xila-

ganismos mos que descom— nas con potente actividad:

ponen (1,3)~B~ (1,3)=B~D= {1,4)~B=D-
DeXxilanas xilenasa xilanesa

algas rojas

¥ _pardas 30 18 18
bacterias

de sedimen-

to marino 27 17 15
" bacterias

de agus de
mar 7 5 3
Total 64 40 36
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Algunos hongos producen (1,3)-B-D-xilanasas consti-
tutivaments, ademds de (1,4)-B-D-xilanssas, cuando £¢ —
cultivaron en un medio compuesto de salvado 4 trigo, —-—
glucosa y celulosa. Un estudio comparativo de la produc-
cién de xilenasae por Chatomium globosum mMOStrd activi--
dad méxima de (1,4)-B-D-xilanasas después de 3 dfas deo -
crecimiento, mientras que la produccidn Sptima de (1,3)-
B~-D-xilanasas fue después de 5 Aiam.

Para la investigacién de la actividad de (1,3)-B-D-
xilanagsa han sido normalmente usados como sustrIato —ew—-
(1,3)=B=D=xilanas aisladas de algas marinas como Halimeda
tumeata, Cauperpa cuneata y Cauperpa brachypus.

ls3.- Purificacién.

La purificacién de las (1, 3)-B-D-xilanasas se ha he
cho mediante precipiteacién con sulfato de amonio y/0 ——-
acetona, con electroforesis y utilizendo almiddém como me
dio transportador a un pH 8.7.

l.4.~ Propledades fisicoquimicas.

Se ham realizmdo pocos estudios sobre las (1, 3)=B-D-
xilenasas, por ¢llo el peso molecular, punto isoeléotri-
co, Km, pH, temperatura éptima y estadble, de esta compo-
sicién de aminodcidos no han sido reportadas, ya que se
le ha dsdo mayor importanéia a las (1,4)=-B-D-Xxilanasas.



-le5.— Modo 4e accién.

El modo de accién de la (1,3)=-B-D-xilanasa fue es-
tudiado porxr los investigadores S.Pukui, T.Suzuki, K.K.
Kitahara y P.Miwe, utilizando como microorgesnismos pro=-
ductox de la enzima al hongo Chaetomium globosum y em—-
pleando una preparacidn purificada libre de mectividad -
alfe amilasa, celulasa y (1,4)-B-D-xilenasa. (18)

Esta preparacién degradd (1,3)-B-D-xilana provenien
te del alga Cauperpa cuneata, cuyes camcteristicﬁs son:
dep (grado de polimerizacidn) 40-50, peso moleculars —--—
(5 x 103 a 6x 103) produciendo sélo D-xilosa. La ausen-
cia de algin D=xilooligosacérido en los productos de hi-
drélisis enzimdtica sugiere que la enzima pucde ger de' -

tipo exoenzima.

Al actuar la (1,3)-B-D-xilonasa sobre los (l,3)=B-
D-xilooligosacdridos de d.p. 3=6 fueron degradados prin—
cipalmente a xilosa y algo de Xilobiosa (x2) la que fue
degradada lentamente a xilosa. El1 atague de (1.3)-B-D—x_1_
lanasa sobre estos xilooligosacdridos fue en el siguien-
te orden; xilohexosa'yp xilopentosad> xilotetraosa» xilo=—-
triosa, llevando a cabo la hidrélisis durante una hsra.
Las (1, 3)=B-D-xilanasas de sl tipc ando, no han sids de-

tectadas. (18)
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CAPITULO IIX

(1,4)=B-D-XILANASAS .
2e1.= Definicién.

Son aquéllas enzimas capaces de hidrélizar enlaces
(1,4)=B=D-xilopiranosil de las (1,4)=B=De=Xilanas, 68p@—=
cialmente arabinoxilana, arabinoglucurenoxilana, arabino
=4~0-metil-D-glucuronoxilana y glucurunoxilana. Ias encji
mas de éste tipo han eido Adesignadas por la conisiém Ae
ensimas con los némeros E.C 3.2.1.8 a las (1,4)eBeDuXin=
lanxilanohidrolasas, endo xilanasa ¥y 3.2.1.37 a 1a® =ww=
(1,4)~-B-D~xilanxilenchidrolasa, exo xilanasa.

2.2 .- Fuentes Productoras.

Estas xilanasas se han encontrado en bacterias de -
ambiente marine y terrestre; en hongos sdprofitos, fito-
patégenos y formadores de micorriza, bacterias del rumer
protozoarios, insectos, caracoles de tierra, crustdceos;
algas marinas y semillas de plantas terrestres en germi-
nacién (ver tadbla 2). Sin embargo su pressncia no ha si-
@0 Gemostrada ea teJjidos de animales vertebrados (trayec
to del tracto gastrointestinal), en tales animales incly
yendo el homdre la actividad 4e¢ la B-D-xilanasa se debe
a la flora microbians.
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En los crustdceocs invertedbrados; Astacus fluviatie-
1is y Hemarus vulgaris, la gldndula hepatopdncreas Conw-
tiene, B-D-xilanasa em pus jugos digestivos.

También se han encontrado insectos xilofdgicos que
contienem D-xilanasa; sin eabargo el origen de estas on-
zimas no ha side deterninado; y éstas puelen ser obteni-
dag de el tracto digestivo o de protezoos simbidticos —==
habitantes del tracto digestivo.

En gemillas en germninacién, también se encuentrsn =
B-D-xilanzsa; aquf se presume gue ge encuentras en la ca-
ra 8¢ aleuroma &e¢ donde son secretadas. Ia semilla de le
guninosa tropical Stylosanthes humilis no almacens = los
caracteristicos polimacdridos de reserva tesles como el -
almidén y galactamansna, coatin de otras msemillas de legu
minosa, pero se ha mostrado que contiene una gran propor
cidén de una arsbinoxilana le cual es probablemente meta-
bolizada y constituye la de energis durante la germinace
cién. En tales semillas por 1o tanto, el sistems B~D=xi~
lanasa debe jugar un papel fisioldégico importante, y hea
sido demostrado que, durante la germinacidn, la activie-
dad B=D-xilanasa es mds grande gques cualguiers de 108 ——-
otros componentes de la carbohidrasa.
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Las bacterias ¥ hongos enlistados en la tabla ntime
ro 2 secretan B-D-xilanasas extracelularmente. Sin em~-
bargo algunas bacterias del rumen, protozoarios, Sporo-

cytophaga myxococcuides y Aspergilius niger: también —-

producen B-D-xilanasas intracelularmente.



Tabla 2

IIT.- PUENTES DE D-XILANASAS

Bacterias .
a).= ambiente terrestre

Actinomycetes
Bacillus sp

Bacillus polymyxa
Bacillus subtilis

Cellvitrio fulvus

Clostridium sp
Microbiospora rosea
Mioromonospors chalcea
Nocardia coralliina
-Sporocﬁoghngg myxococcoides
Streptomyces sp
Streptomyces \B=S1
Strepto~yrcen alhogriseslus
Streptomyces albus
Streptomyces olivaceus
Streptomyces xylophagus.

b).- ambiente merino
bacterias de¢ especies afin no identificadeas




Hongos
Agaricus blosporus
Alternaria acremonium
Aspsrgillus batatae
Aspergillus niger
Aspergillus niger van Tieghem
Aspergilius oryzae
Aspergillius sojae
Aspergillus terreus
Aspergillus wentii
Botryosphaeria ribis
Cephalosporium acremonium
Cephalogporium gacchari
Ceratocystis paradoxa
Cémo-gora melonis
Q&l etomiun sp
Chastomivm plobogum

Chaetomivn plobosum var. affine
Chretcmium trilaterale

Chrysospo. 11irmo

Collestotrichum trifolii
Collybia velutipes
Coniephora cersbella
Coniophora puteans
Cxtospora sp

Diplodia viticola



Echinodentium teugfcolsa
Fomes snnosus

Fomes igiarius

Fomes marginatus
Pugarium sp :
Fusarium rossum
Gibberella sabinetti
Glocophyllum saspiarium
Glomerella cinpulata
Helminthosporium sp
Irpex lacteus

Lenzites saepiaria
Macrosporium bataticola
Marasmius sacchari
Merulius lacrymans
Merulius silvester
Myrothecium verrucaria
Neurospora sp

Oxiporus sp
Penicillium sp
Peniefllium cyclopium
Penicillium digitatum
Pénicillium funiculosum
Penicillium jenthinellum
Penicillium janthinellum (Biourge)
Penicillium pinophilum
Penicillium osum
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Penicillium verruculosum
Penicillium viridicatum

Periculsaria oryzae
Phellinus igniarus
Polyporus betulinus
Polyporug schweinitzil
Poria sp

Rhizoctonia seolanii
BRhizopue sp

Rhizopus niveus
Rhigopus tritici
Schizophyllum commune

Sclerotinia sclerotiorum
Sclerotium rolfsii

Stsreum sanguinolentum
Trametes gibbess
Tyometes pini

Txametes versicolor
Zrichoderma ep
Prichoderms koningt
Trichoderma viride
Trichoderma lignorum
Verticilliium dahliase
Verticillium lateritium
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Hon/os formadores de micorrize

Amanita muscaria
Lsccinum scabrum
Paxillus involutus
Suillus aexoginasceng
Suillus bovinus
Suillus_luteus
Suillug tridentinus
Suillue variegatus

Xerocomus badiua,

Hongos meséfiloe y terméfilos
aislados de s=millag de cebada
Honrmos Basidiomycetes como:

Trametes suaveolens

Trametes guercina
Trametes hirsuta

Poria medula panis

Bacterias del rumen

Bacillus firmus
Bacteroides

Bacterocides amylogenes

Bacteroides ruminficola

Bacteroideg succinogenes
Butyrivibrio sp




- 13 =

Butyrivibrio fibrigolvens

Clostridium s
Ruminococcus slbus

Ruainococcus flavefaciens

Maezclae de Bacterias del caecum

Y del rumen

Protozoarios ciliasdos del rumen

Bpidinium ecaudatum ‘Crawle!}
Ent¥dinium sp

Eremoplastron bovis
Po lagtron multivesiculatum

Dogiel Pedoxrowa

Budiplodinium medium

Animales invertebrados

Anthaxie corinthia
Astrcus fluviatilis

Sypsonoma aceriena
Hel aspera

Helix pomatia

Homorus vulparis M-E
Ipstypograpius L
Melznophils picta
Melanoplus bivittatus
Polyvhylla fulle
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Bhagium inquisitor L
Sciapteron tabaniformis

Semillas de plantas terrestres.
Trifolium subterrenum ‘Dal:l.a.‘kl
Stylosanthes humilis (towmsville Stvlo
gebada, mafe, arrog, trigo, avena.

Algas marinas

Cladephore rupestris
ILaminaria digitate

Hho enia palmatsa-
Ulva lactuca.

Esta tabla nos muestra casli de una manera muy COR==
pleta las bacterias, hongos, algas, semillas, ete., pro-
duotores de (1,4)=B-D-xilanasa.

De acuerdo a la literatura de ias (1,3)=BeDexilana~
sas y las (1,4)=B-D-xilansasas; las segundas han sido lac
mds eatudiadas y por ¢llo este trabajo se enfocard més e
éstes, principalmente a las endo=(1,4)=B=D-xilanssas.

Aungue la tadbla anterior nos indica de una nahners -
casi completa las fuentes de B-D-xilanasas; se mencionar
de manera especial a aquellas hongos y bacterias mis ——

«
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estudiados ya que €éstos han péimitido caracterizar a las
B-D~xilanasas. Dentro de éstos microorganismos se tiene

a: Bacillus sp, Bacillus circulans, Bacillus subtilis, =
Streptomyces ap, Streptomyces_glbus, Streptomyces xilo—
phagus, Aspergillus nigsr van ZPieghem, Aspergillus niger,
Asper lus oryzas, Ceratocystis paradoxa, Cryptococcus

albidum, Pusarium roseum, Irpex lacteus, Schigzophyllum =

cormune, Trichoderma wviride, Trametes hirsuta.

El Bacillus circulans WL-12 cultivado en medio Lfqu;
do com xilano como \nica fuente de carbono secreta dos -
endo B-Dexilanasas A y B respectivaments y ung BeD=XiloO=

sidesa.

Las xilanaeas A ¥ B-han sido caracterizadas con ::0_9_
pecto a su firincipal parimetro fisicoquimico y la B=D-xi
losidasa por su baja estabilided. (22)

El_Bacillus sp degradd xilano aislado de Picea ===
sitchensis, encontréndose la mdxima actividad de la xilm
nasa al quinto dfa de crecimiento y libre de actividad -

amilasa y proteasa. (23)

De 101 muestras de estiercdl de eves colectadas en
Hokkaido, se aislaron 64 cepas de Streptomyces en las =
que se determino su capacidad para producir le B=D-xila-
nasa, y se encontrd que tenfan una baja capacidad para -
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producir la B-D-xilanase; excepto Streptomyces slbogri—
seolus cepa 1AMOO3) y Streptomyces olivaceus 1 _AM 0025.
Sin embargo teniendo como antecedente &ste trabajo y we-
con base en el conocimiento de la capacidad qus tiene -
Streptomyces xilophagvs en degradar ls madera, se reeli-
zé uns investigacidn de esta cepa, la cusl mostrdé uns -
extraordinaria capacidad de¢ produccién de¢ BeD=xilanasaj
dicha capaciddd estuvo influenciada por las condiciones
de cultivo, principelmente su pH y su fuente de carbono.

(30) (31) ¥ (34)

Conociendo que la mayorfa de los Bamidio. ete
utilizen como fuente de carbono.a la maders,se hizo un -
eatudio ocon estos hongos encontrandose que, Trametes hirp
suta, Trametes suaveolens, Trametes versicolorx, Prometes
gquercina y Foria rmedula panis; producen bastente cantida.
de B-D-xilanasa extracelular mostrandose su actividad w=
mdxima entre los 12 a 20 dfas de incubacién. ILe fuente -~
de carbono utilizada fue el aserrin de sauce. Ademdés de
la actividad B-D-xilmnsesa se detectS actividad B-D-xilo~
sidadsa, B-D-glucosidasa, B-D-galaoctosidass, celulasa y

asilasa. (50) (51)

Cryptococcusg 8ibidua.~ Esta levadura ha sido muy ——

estudiada y se ha observado que durante su crecimiento -
en B=(1,4)-xilanas de madera, produce al menos 4os enri-
mas que convierten el polisucdrido a xilose catabolizada
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por lag células. Las enzimas secretadas em gran cantidad
en el cultivo ligquido fueron identificadas como una endo-
{(1,4)~B~D-xilanasa y una segunda enzima unide a la célu-—
la, como una B-xilosidasa (xilobiasa). (6)

Fussarium rogeum.— Cuando crece sobre un medie que -
contiene xilana produce un sistema D-xilanasa extracelu-
lar acompafiada por la activided de celulasa. (25)

I.V. Gorbacheva y N.A.Rodiomova (27) realicarém um
estudio sobre la purificaciém y caracterizacidn de uns -
endo=(1,4)~B-D=xilanasa producida por Aspergillus niger
crecido sobre xilanas y xilooligosﬁca’ridos. Estae enzima -
regulto tener cierta similtud em propiedades con la endo
(1,4)=B-D~xilanasa producida por Coniophora cerebella ==
utilizada por King (37) para estudiar el mecanismo de ls
hidrélisis encindtica del (4=0O-metilglucuronceD=xilano)
del £lamo; y de igusl peso molecular que la endo~(1l,4)e==
B=D~-xilanasas de Stereum sanguinolentum aislada por w—w—e=—
Erikeson y Peterson. Varad{ y colaborsdores aislaron a -
la enzima de Schizophyllum commune al erecer en cultivos
estacionarios y sumergidos (58), usando como fuente de -
carbono principal, aserrin de haya y separdéndola de la -
celulasa. '

Aspergilliue niger van Tieghem.- En cultivos de tri-

g0 Koji produce tres tipos 4e xilanasas denominadas I, -~
II, IIX, las que fueron diferentes entre sf. (72)
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Otra cepa de Aspergilius niger, aislada en un boS—
que tropical de Africa, mostrd ser una fuente rica 4¢ ==
enzimas que degradan xilano, produciendo cinco xilanasas
extracelulares y una B-xilosidasa; con sistemas sinmila—-
roe & las reportadas para la cepa de Aspergillus niger -
de XI.V.Gorbacheva; Chastomium globosum, Chaetomium trila-
terale, Coniophora cersbellm y Trametes hirsuta, éstas =
aparte de producir activided xilanasa, producen activi—e
dad B-xilosidaea; aislades del mismo sitio.

Trichodeima viride.- También ha sido ampliamente —
estudiando en la obtencidén, aislamiento y purificacidén de
su B=D=xilanasa por S.Hashimoto, I.Muraaatsu y N.Funatsu,
estos investigadores encontraron que cuando c:eoia. sobre
salvado de trigo produce dos tipos de xilanasas, de la'.s
cuales una se logrd aislar. (28)

Estudios previos en las enzimas hemicelulonicas ==
producidas por Trichoderma Reesei CM-941l4 sefinlan que =
cinco diténnto- exoenzimas de Xxilanasa de tipos endoen~
zima estdn pressntes en el 1fquido extracelular produci-
do por el hongo cuando crecié ea xilana.(19)

Ia endo-(1,4)=B-D=-xilanasa producida por el hongo =
Irpex lacteus (FPoliporus tulipiferae), es la més recien-
tenents estudisda por C.Hoebler y J.MN Brillovet (29), se
observé que tiene ciertas caracteristicas similares & la
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xilanasa de Trametes hirsuta. La produccidn de xi——
lanasas junto con celulasa se reporta en las levadu
ras del género Trichosporcn. (67)
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CAPETULO IIIX
3.= Diferentes métodos de estudio.
3.1.- SUSTRATOS.

Diferentes fuentes de Hemicelulosa de plantas terreg
tres y marinas han sido generalmente usados en la inves-
tigacién para la obtenecién de las D-xilanamas. LOS Sug-—
tratos més cominmente usados son: erabinoxilana, arabi--
noglucurexilana, glucuronoxilsna y xilsnss. Siendo los -
dos Gltimos sustratos poco solubles en agus. Los deriva-
dos solubles de xilana que han sido empleados inoluyen a

O=(carboximetil)=D=xilana y O—(—2-hidroxietil-)—D-xilana.

Otros suetratos usados son: £21 e£6dica de Carboxi——

metil celulosa, avieel, celulosa, arabinan, arabinogalec-
tano, dcido polipmlacturénico, manan de levadura, dextra-
nas, laminarina; aislada de la slga Laminaria saccharina
¥y Lamiraris digitata principalmente; p-nitrofenil slfs.-

D-glucopircnosido, zlfe-D-ganlactopirnrnosido, B-D-galac--
topiranoceido, alfa-I-fucopirsrosido, O-nitrofenil—BeDee.

xilopiresnogido, gndio carbeximetilxilaonn, gglactomanosa,

4-~-0-metilglucuronoxilena, dcido pectico, metil-B-D.xtilo-
piranogido, pectina, L-z2rabino-D-glucuruno—D-xilanss y -

xiloolipgosucdridos.
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Las estructurase quimices de és5tos compuestos 68 —=-
muy amplia y compleja pudiehdo aer tema de otro trabajo.
Por lo tanto se.de:eribe 8610 lo méAs importante de lam —
xilanae; sustratos de mayor importancia en le obtenc¢idn
de las xilanasas.

LAS XILANAS.~ Son las hemicelulosas dominantes en =

plantas en todas las especies de gruminess. Hirst y sus
colaborzdores, en los primeros y zshore clédsicoms estudios
de las xilenes de la hierba de esparto, dieron por esta-
blecido que las xilanas tienen residuos B=Depiranogil =
unidos por enlaces (1,4). Esta es la caracterfstica que
se encuentra en todas les xilanas, y es definitive en —-
xjlanas de plentas terrestres. Las heteroxilanas no endos
permicos, aislados de plantas por Hirst y Cols., tienen
grupos l—arabinofurancsil terminales no reductores, uni-

dos & pocos residuos de xilosse en las posicioneg C=3, ¥
los residuos de Acido D-glucupirenosilurénico, a los de-
rivados 4-O-metil, en pocaé posiciones C-2; otras carac-
teristicas estructurales, algunas de las cuales serdn —-
comentades durante el desarrollo del tema, se hsn descu-
bierto en xilanase de Adiferentes especies.

La pureza de &stos compuestos es un prerequisito de
la seguridad de los estudios estructureles de xilanas; -
por otro lado, es diffcil decidir cueles caracterfsticas
estructurales ectdn en lag xilsnas y cusles en otras he—
micelulosas. Las xilanae puras son obtenidas por fraccio

namientop de los materisles hemicelulésicos, pero tales
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fraccionamientos tieneéen un aspecto subjetivo, ya que el

investigador debe establecer o aceptar criterios de pu=-
reza que, en parte, reflejan especulaciones producidas a
partir de 1o que se ha descubierto y, en parte puede ser
intuitiva. Los primeros criterios de pureza estuvieron -
influenciados por la hipStesis atractiva de que la celu-
losa debi$ ser biosintéticamente convertida a xilans sin
le alteracién de le cadene unida por enlaces (1,4). Una

homoxilena fué aislada de esparto, pero Hirsgt sefialo que
la transformacién &e glucosa a residuos xilosa no podria
llevarse a cabo & ol nivel del polisacdrido. Los fracecip
namientos diseiiados para aislar homoxilanas a partir de

materiales hemicelulésicos no endospérmica de muchas e
hierbas condujeron al aislamiento de xilanas gue tienen

bajas proporciones dec arsbinogsa y reciduos de dcido uré-

nico,.

Los residuos no xilosfdicos en les hemicelulosas de
rlantas herbaceas fuerom, y otros aln lo son, supuesta—
mente considerados como arabinosa o galactanos.

Ia literatuia acerca de las hemicelulosas es engafio
sa. y confuea por la saceptacidn nada critica y el uso re-
petido de éstos términos. Se ha establecido que, en va—
rias plantas herbaceas, cesi t0do el material hemiceluld
sico es heterexilana, y que parte de &1 estéd compuesto
de xilenas complejes y altamente sustitufdas en le mayo-
ria por residuos de arabinosa, y muchos de gulactosa.
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Es evidents gque las xilanas de diferentes hierbas
tienen muchas caracterfgticas estructurales en comin.
El descubrimiento poco frecuente de ciertas de éstas -~
caracteristicas, y el deecubrimiento normal de otras,
gon debidas a la tendencia de concentrarse en el estu-
dio de les xilanas puras de estructuras ya conocidas.
Actualmente dos puntos de &stos estudios estdn claros.
Primeramente cuando una xilana que tiene ciertas carag
teristicas estructurales esta presente en una hierba,
¥y esta es conocida, puede ser més fdcilmente identifi-
cada en y aislada de, otraa especies de hierbas. Segsun
do, las comparaciones de las diferencias cuantitativas
entre las xilanas puras de diferentes especies de hier
bas, o0 de diferentes partes de una planta, son de ime=
portancia limitada, debido a la influencia de la madu-
racién de la planta sobre la composicidén de hemicelulo
sas. Las xilanas complejas y altamente sustituildas eon
probablemente muy comunes pero no tan abundantes en ==
hierbas, coﬁo 8on las menos sustituf{das y més frecuen-
temente aipladas y estudimdas. (35)

Una manera que nos permite la elucidacién de la -
egtructura de éstas Xilanas, es por el estudio del modo
de accién de 1a hidrélisie enzimdtica de las endo-(1,4)
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BeD-xilsnaeas 4de microorganismos, por ejemplo; Con base

a 1la hidrélisis de las arabinoxilanas, por una xilanasa

de Streptomyces, se propuso una probable estructura de -
la arabinoxilana; especialmente en sus puntos de ramifi-
cacidn, relacionados a las unidades de arabinosil, sugi-
riendo que la a&rsabinoxilana esta compuesta de uns cadens
principal de residuos B=D-xilopirancsa unidos de zanera

(1,4), los gque epstdn pregentes como una sola unidad de -
residuos L-arabinofuranosa de extremo ne reductor y como
unidadesg 2-0=B=D-xilopiranosil-I-arabinofuranosa a través
de las posiciones 3 de xiloea a la cadena principal.(35)

El andlisis 4d¢ los productos de la accidén de una ==
ondo-(1,4)-B-D-xilanesa de Trametes hirsuta sobre el ——e
4-0-metil-D-glucurono-D-xilena de sauce blanco ha revels
do una distribucién regular de los grupos de dcidos urd- )
nico a el esqueleto de la xilana. (51)

3e2+.= Induccidén e Inductoree de Endo-l,4-beta-xilanasa.

Existo considerable confusifin de si las beta-D-xila
nagsas de hongos filementosos y bactsrias son producidas
contitutivemsente o inductivamente. Las beta-D-xilanasae
bacterianas usualmente parecen ser enzimas inducibles. -
Se investigaron los inductores de beta-D-xilanass en es-
precies de Streptomyces por Nakanishi y cols. (47)
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Los estudios sobre la regulacidén de xilanasss en —-
hongos son, sin embargo, complicados por el he‘cho de que
en la mayoria de las especies la produccidn de xilanases
estd acompafiada por la produccidén de enzimas celuloliti-
cas independientemente de la fuente de carbén utilizads
come soporte del crecimiento. Ademds, las numerosas xils
nases y celulasas de los hongos poseen cierta especifiol
dad oruzsda por sustratos.

El hongo Cryptococcus albidus parece ser el modelo
de organismo adecusdd para la investigacién de la pro=——=
duccién de beta-D-xilanasa extracelular. La cepa es inca
paz de crecer sobre celulosa y su beta«=D=xilanssa presen
ta una actividad despreciable hacia la celulosa, La —w—-—
beta~D-xilconasa de Co albhidus, conocida como enzima 0 X—m
tracelular, es tipicamente inducible.

La pintesis extracelular de endo-l,4-beta-xilancsa
en el hongo Cryptococcus albidus es de tipo inducidble. =
Durante el crecimiento en xilanas de maders ¢l hongod ==
produce a 1la enzima en cantidades de dos oxrdenes de mag-
nitud més grande que otras fuentes de carbono, incluyen-
do la xilosa. La enzima puede ger inducida en células ==
lavadas que crecen en glucosa por el xilano y beta-l, 4=
xilooligosucdridos. Entre los oligosucd#ridos solamente -
la xilobiosa no fue degradada extracelularments, por lo
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tanto parece ser el inductor natural de la enzima, L& =
xilobiosa como inductor metabolizable es efectivo a b&w=
Jas concentraciones ¥ constante disponibilidad para las

células. A elevada concentracién de xilobiosa el efecto

inductivo es menos pronune:l.ado debido a la represién ca=-
tabSlica por leos productos de degradacidén. Se encontrs -
que l1la metil beta-D-xilopiranosido servia como induoctor

a® utilizable de beta~D-xilanasa. La enzima inducida porx
el glicosido parece ser iddéntica a la gue se preoduce por
las células durante su crecimiento en xilana.

Para establecer el tipo de regulacidén de beta-D-xi-
lanasa en Cryptococcus albidus las células se desarrolls
ron enr medios que contenian varias fuentes de ocarbono. =
La velocidad de utilizacién del carbono se evaldo indi-—-
rectamente midiendo el crecimiento. Después de cuatro —==
dfas de cultivo se determinéd la actividad de la beta=Dea
xilznasa secretada y la concentracidn de células (mg. de
reso seco/ml). Ia actividad baja de la beta~D-xilanssa «
se detecto baje todas las condiciones de crecimiento. El
nivel més alto de xilanasa se determiné en el medio que
contiens xilano como la fuente de carbono. Cumndo ge uti
lizaron carbohidratos como {(galactosa, lactosa, D-arsbi-
nosa) y en el medio basal (condiciones de coeecha) 1la ==
cantidad de beta~D-xilanasa producida por 1 mg de célule
secas excedil &e tree a cinco veces a la producide en —
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presencia de otras fuentes de carbomo. El nivel mds bajo
de beta-D-xilansss me encontré en el medio de glucoss.

La beta-D-xilanasa extracelular puede ser inducidam
en las cflulas que crecen en glucosa después de su trang
ferencia a1l medio busal suplementado con una baja concen
tracién de xilana. La induccién de la enzima es inhibida
por la cicloheximida gque actua como inhibidor de la sine
tegis de proteinas citoplasndtices. Fl proceso de induc-
cidm de beta-D-xilanasa es considersdo, como uns sintee
sis de movo de la enzime y no como su formecién a partir
de una proenzimsa.

Ya que la xilana e¢s un polimero grande, que no pue-
de penetrar la membrana plasmitica, debe anticiparse l'u
actividad de la xilanasa que e&s inducida por H1ZUNON ==
fragmentos de xilana formadas por la accidn de los bajos
niveles de beta—-D-xilanssa extracelular. Para enconirar
el compuesto relacionado a la estructura de la xilana y
que sea responsable de la induccidn, las células que pre
sentan sintesis d¢ xilanasa reprimida, y que crecen en -
£lucosa, s8¢ Incubaron en el medio besal suplementado, ==
con uns concentracién baja de xiloes, y oligosacaridos -
de xilosa. La glucosa y galdctosa Be incluyeron en 1los =-
experimentos de como carbohidratos cantrol, les que 4e -
acuerdo a los experimentos de crecimiento mo fueron cone
siderados inductores potenciales de la beta-D-xilanaea.
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Se encontré que la beta-D-xilanssa era inducida por
todos lom oligoaacd%ido- de xilosa probados presentando
aproximadamente el mismo perfodo log.. Ia produccién de
la enzima se detiene despuds de 5-6 h debido probablemen
te al agotamiento de los inductores,

De acuerdo & las cbssrvaciones de la induccién de -
beta-D=xilanasa por diferentes concentraciones de xilo=-
biosa. Se puede concluir que la xilobiosa es el inducto:r
natural de la enzima 0 su precursor inmediato, ver figur

——o
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EFECTO DE VARIAS CONCENTRACIONES DE XILOBIOSA SOBRE LA
smrssns o:-: s XILANASA.
.0.025mg/mi (8),0.125 mg/ml (A),0.25mg/mlL (A) y
D qulm .

Le pregunta de que si 1os xilooligosdcdridos més -
grendes que la xilobiosa funcionarfan como inductores a;
rectoe se traté de responder basindose en su susceptibi.
lidad & la hidroligsis extracelular. La xiloebioss, XilOw.

trioss, xilotetraosa y xilopentaosa se trataron con el -
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filtrado del cultivo dializado obtenido después del cre-
cimiento de las células en xilana., La activided de la «=
beta-D-xilanasa en las memclas de incubacién fue de 0.5
‘unidades/ml, que es mucho més alta que la de la induccién
media en el perfodo que precede a la aparicién de la enzi
ma inducida. No ocurrid destruccién de xilobiosa durante
la incubacién durante varias horas. La xilotriosa se hi-
drolizé principalmente a xilobiosa y trazas de xilosa, =
muy lentamente. lLa xilotetraosa se hidrolizé a xilobioea
¥ xilotriosa répidamente. La Xxilopentaosa fue transforma
da a xilobiosa, xilotriosa y pequefias cantidades de xilo
tetraosa y xilosa. Es inteoresante hacer notar que la x4ilo
sa se encontraba en gran cantidad entre los productos de
la hidrolisis inicial de todos los oligosacéridos proba-

dos.

En otro experimento se encontr$ que la beta=xilana-
aa puede ser inducida en células lavadas que crecen en -
glucosa por el glicoeido sintétice, metil beta-D-xilopi-
ranoside. La produccidén de la enzima comienza tardfamen-—
te, procede mds lentamente y continfa por un perfodo méds
largo que en el caso de la induccidn con oligosaciaridos
de xilosa, ya que la induccidén de la endoenzima extrace-
lular por el metil beta-D-xilosido fud inesperada, s8e =
considera necesario obtener alguna evidencia qus indique
que la beta=D-xilanasa inducida yor la metil beta-D-xilo
sido corresponde la misma enzima que es secretada por ~-—
las células durante el crecimiento em xileno. (7)
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3.2.1.- Induccién de Xilanamsa en Strentomyces ep.

En estudios cinéticos sobre la induccién de xilans-
sa por beta-xilosido en Actinomicetos se reports que la
produccién de xilanasa por Streptomycese sp. No. 3137 es
inducida por una variedad de beta-xilosidos no metaboli-

zables, los que mostraron una marcada capacidad de iRe—-
duccién en comparacidén con los inductores metaboligables
tales como las xilana y substancias relacionadas. LOS —~==
beta—xilosidoe difierem considerablemente uno del otro -
en la capacidad de induccién. La entrada de los beta-xi-
lesidos inducidos en los micelios se realizo por un pro=
cesgo de difusidén, utilizando como inductores, metil=beta-
D-xilosido, isopropil-bsta-D-xilosido, butil-beta-D-xilo
sido y etilencianohidrin-beta-D-xilosido e inhibidores,
metil-alfa-I'-xilosido, etil-alfa-D-xilosido e isopropil-
al fa=D=xilosido.

El sistema de regulacidn de la sintesis de xilana—-
sa en Streptomyces sp ¢s8 similar al de la sintesis de —-
beta=-galactosidesa en Escherichia _coli (46), el beta-xilo
s8ido que actua como inductor se une reversiblemente al =

represor de Xxilanasa.

Algunos alfa-~xilosidos inhibhieron mno competitivaww-
mente la induccién por el bete-xilosido. El grado de inhi
bicién fue del orden de alfawmetil-D=xiloside, alfa-etil-
D-xilosido, alfa-isopropil-D=xilosido.
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Es interesante comparar estos resultados con 1la Ce- .
pacidad de induccién de beta=xilosidoe la cusl aumenta =
al incrementar su longitud en la cadens alkilfica (de metil
a butil).

Se ha encontrade que los alfa-xilosidos ne inacti--
van a la xilanasa producida. Ademds, un experimento pre.-
eliminar mostr$ que los alfa-xilosidos entran & los mics
lios por Aaifusidn como lo hacen los beta-xilosidos. No -
80 ha estudiado en detalle el mecanismo de la represidn
por los alfa-~xilosidos.

3.3.= Determinacién dal grado de polimerizacién de xilenos

Los métodos quimicos para la determinacién del gra
do de polimerizacidn (d.pn) de o0ligo y polisédcaridos es-
t4n basados en la medicién de la proporcién relativa de
los grupos reductores terminasles. Esto se ha realizado -
por la conversidén d¢ los grupos reductores terminales al
correspondiente alditol con borohidruro de sodio, ¥ dotd;
minando el promedio de alditol a azdcar reductor después
de la hidrélisis £cida del polimero o por la liberacién
de formaldehifdo a partir de los residuos terminales por
oxidacién con periodato. Cuando se aplica esto a las xi-
lanas se requiere del conocimiento de enlace ya que redu
cidas las xilanas unidas por enlaces (1,3) ¥y (1,4), libe
ran dos y una molécula de formaldehfdo respectivamente,.
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Un método enzimdtico para la determinacdén del gra-
do de polimerizaciém (d.p) para laeg xilanas involucra a
la sorbitol deshidrogenasa gue oxida &l xilitol en una =
proporcién de aproximadamente T0%.

Xilitol <+ NAD =wme=-=v—ae- D-xilosa + NADH + H'

Tabla 3
Valores de grado de polimerizacién (d.pn) de algunos eli
gosucaridos y xilenas.

Sustancia . d.pyenzindtico d.p_quimico

xilana de Rhodymenia

palumata 94 86 .
xilana de Caulerpa

filiformis 42 a2
xiloblosa 1.9 2
xilotricea 2.9

xilotetraosa - 4.2 4

La determinacidén de d.p, de xilanas por el método -
enzindtico ee encuentra descrito en detalle en la refe—-—
rencia. (69)
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3¢4e= Definicién Ae la unidad de actividad de B~-D-xilanas:

- Es gonoral;nento definida ocomo la cantidad de enzi-
ma que causa la liberacién de grupba finales reductores
correspondientes a la formacién de un micromol de D-xile
sa por minuto bajo condiciones definidae de pH, fuerza =
idnica y Ae. temperatura. .

Cuando el peso molecular del sustrats polimero es -
conocido, la unidad de actividad puede ser expresada Co=-
mo el ndmero d.o enlace rotoe por molécula por unidad de
tiempo en el estado inicial del proceso de degradacidén.
(18)

3¢5.~ Purificacién.
3¢5+1e= Extraccién de B-D=xilanasas extracelulares.

Las D-xilanasas miorobianas secoretadas extracelulap
mente presentes en el medio de cultivo han sido COnCoRm=
tradas por el empleo de uno o0 por combinacidn de los si-
guientes precipitantes:
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Precipitantes referencias
(1) o= atanol 37’ 58’ 62
(ii) .= acetona

(iv) .-

v) -

rivanol o adsorcidn por

intercambio iénico tal

cono DEAE-gefadex 58

afinidad de¢ enlace de la

D-xilana ingoluble a 5°C

sulfato de amonio (el

més comunmente usado) 15, 16, 28, 32, s2

3.5.2--

Bxtraccién de B-D-xilanasas intracelulares,

las D=xilenasas intracelulares, de bacterias, mice-
lio de hongos, de bacterias del rumen y protozoarios han
sido extrafdas empleando las siguientes técnicas:

Todas las referencias se localizan en la cita nimero (18
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técnicas

referencias

() .-

(ii) .-

(iii)e=-

Cfiv) .=
(v) .-

(Vi) [l

henogenizacién en agua o amor-
tiguador seguida de extraccidn
con amortiguador o I-butanol.
rompimiento de la pared celu=-
ler microbiaena por pulveriza-—-
cién en amortiguedor con perw,
las de vidrio empleando un —=
desintegrador celular Nossal.

lisins de la pared celular mi-
crobiana usando detexrgente
(por ejemplo triton X-100).

en una prensa francesa.
preparacidén en acetona con
polvos de mezcla de microorga-
nismos (por ejemplo bactierias
del rumen y protozoo) y extragc
ciones con agua.

sonificecién.

162, 44, 215, 38

47, 226, 39, 40,

a2, a8
94

42

232
217
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3.5.3.~ Separacién y purificacién de B-D-xilanasas.
Para ello se han empleado las siguientes técnicas por —-

convencidn usando téomicas de purificacién de proteinas.

Bstas incluyen.

Técnicas referencias
A.~ cromatografia de intercambio iénico. S Lo
(1) <=~ intercambio anidnico
DEAE-celulosa 6, 30, 37
DEAE-sefadex 15, 16, 28, 29,
52, 62
Duolite A-2
(1i) o= intercambio catidaico ' 4 ’
resinas de amberlite
CG=50
resinas IRC=-50 (XE-64) 18
CM-gefadex &, 22, 28, 29
CM-celulosa 23, 26, 52, 62
celulosa fosfato 32
Cellex-CM 15, 16

SE-psefadex 62
Duolite C-10
hidroxilapatita ) 26, 32, 62
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B.- cromatografia por permeabdilidad en

gel. .
(1) .- sefadex G-75 13
sefadex G-100 18
sefadex G-=150 8 .
sefadex G-50 . ' 24, 26, 23, 53
{(ii) - bio gel P-100 6, 37, 57
bio gel P-150 6, 32
bio gel P-200 15

C.- enfoque isoeléctrico usando esta-

bilizadores como:

(1) +- etanodiol 75% v/v ' 18
(ii) .= sacarosa 507 w/v 15, 16, 62
(iii) .- glicerol 22

D.= zona de electroferesis usando los
siguientes nedios.

(1) .= pefadex G-25 4

(iL) .- papel A 18 .

(iii) .= gel de poliacrilamiaa 4, 6, 22, 26,
28, 29,32, 37
52, 62 '

E.-= afinidad por los enlaceg de D-xi-
lana. 18

P.- cristalizacidén.
(i) .= acetona 18
(i1) .= sulfeto de zmonio 18
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3¢5.4.~ Criterio de pureza.

Todas las preparaciones enzimédticas después del —=-
dltimo paso de sapm¥acién y purificacién, deben de eluir
se como un sdlo punto simétrico de activided y protefnas,
lo que indica que ge ha obtenido una preparscidén enzimé-
tica homogénean. La pureza, @& vuelve o evaluar por elec-
troforesgis en papel, en gel de poliacrilamida 0 POY —w==
electroforesis en movimiento limitsdo.
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CAPITULO IV
4 .- Propiedades Pisicoquimicas de las (1,4)=B=D=-Xilenecas.
4.l.- pH Sptimo.

Las D-xilanasas de hongos son més activas a pH de
3.5 a 5.5, y son estables en un rango muy amplio, que =
comprende valores entre 3 a 10.

El sistema D~xilanasas de Ceratocystis persdoxsg ==
tieme un pH Sptimo para la xilenasa I de 5.5, &éste ge =
determiné en una solucién de enzima (0.02ml1) y la solu-
cién de la hemicelulosa al 1%, (0.5 ml), incubandose en
amortiguador universal (citrato-foefato-borato-barbitu-
rato) (0.5 ml) de varios valores de pH durante 30 min.
a 37°c, seguida por el andlisis de la fuerza reductora
(16).

El pH 4Sptimo para la xilanaea II del sistema A¢ ==
Ceratocystis paradoxa, se determind por incubecién de =
la solucién enzimétice (0.01) y solucién de la hemicelu
lomsa (1%, 0.5 ml) en solucién de amortigusdor universal
(0.5 ml) a varios pH durante 30 min. a 45°C. seguida -~
del andlisis de 1la fuerza reductora (15) vease figuras
Yy fue de 5.1.
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Ls endo (1,4)=B-D-xilanass del hongo ligniperdoso =
Trametes hirsuta mostré un pH 8ptimo de 5.0 & 5.5 cuando

se estudio a diferentes valores de pH (3.5 =8.0) en molu
cidn de amortiguador de acetato (0.1 M) después de un ==
tiempé de incubecién de 10 min., con el sustrato (1% de -~
xileno, p/v a 30°G). (51)

El complejo enzimético D-xilsnasa de Schizophyllum
comune presentd un pH éptimo de 5; Trichodexma viride -
produce dos tipos de D-xilanasas. Una con pH éptimo de -
3.5y la otra de 4.5 (28). La xilanasa de Trichoderma =
pseudokoningii presents un pH Sptimo de S. (4) Cuando --—
crecid sobre xilano y se determind en amortigusdor de o
citrato de sodio (pH 3), acetato de sodio (pH 4«6), y =-
fosfato de sodio (pH 6-~8) (200md) (4). Le D—xilenesa dae




-4y -

Irpex lacteus presentd un pH Sptimo de 4.2, cuando 88 ==
suspendié la xilana en amortiguador de citrato=-fosfat:
(29)

Une cepa de Aspergillus niger que contiene 5 difere;
tes endo-(1,4)=B=D=xilanasas se le estudiaron los perfi-
les de pH Sptimo y mostraron, diferentes actividades mé-
ximas entre pH 3 ¥y 7. La xilanssa 1l—=A fue més activa a =
PH 55 & 6.0, 1la xilansasas 1l=B tuvo actividad méxima a =
PH 4.0 a 4.5. El pH éptimo de la xilanasa ll-A fue de 4.
Las curvas de las actividadeas de pH de las x1lanasas mee
11-B ¥ 11=-C fueron idénticas, con un pH Sptimo de 4.0, -
Bl pH 6ptimo de la xilanasa 1ll-B estuvo en el rango de =
6.0 a 6.5 con una cantidad de actividad sustancial & w==
pH 8.0. BEsta enzimm eg la p;rimora de las xilanasas Trepor
tadas con actividad en un pH alto (32)., Otra xilanasa de
una preparacién comercial de Aspergilius niger mogtré =-
una actividad més alta a un pH de 5.0,

Las D-xilanasas bacterianas (por ejemplo de Bacillu

subtilis, Streptomyces xylophasgus y Bacillus circulans)
tienen un pH més alto que las xilanesas fungicas y son =
estables a pH ds 5.0 & T.3.

El Bacillus circulans WI—12 secrets d0s endo=B-D-xi

lenasas; las Ay 1la B muestran un rango de actividad —=w=
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Sptima a pH Sptimo de 5.5 a 7.0. Un Bacillus sp secreta
una endo-xilsnasa que purificada presenté un pH Sptimo -
de 6.1 a 6.7.

4.24= PH egtable,

Como antes mencionamos las D-xilanasa de hongos ——
presentan un amplio rango de pH eatable, de aproximada--—
mente de 3= a 10. En hongo Trametes hirsuta, se investi-
g8 8 la enzima dentro de un rango de pH de 2.0 2 5.5 du=
rannte 6 horas 8 25°c, se pudo mostrar que la enzima es -
estable a un pH de 4.0 a 8.0 bajo éstas condiciones dn—-
das. La xilanasa de Schizophyllum commune fue estable -
dentro de un pH de 6 a 8, con actividad remanente despié
de 65 horas a 30°C.

Irpex lacteus secrete una xilanesa la cual se incu-
bo en amortiguedor universal de varios valores de pH a -
30°%c. Después de 17 horas, las muestras de la enzima se
dializaren contra amortiguador de fosfato mM (pH 7.0) ¥y
le actividad residual de la xilsnasa se 2idid bajo con—-
diciones standar, fue estable en el rango de pH de 6.5 =
9,0 1la estabilidad disminuyes gradusalmente de pH 6.0 a 3.
¥ fue rédpidamente inactivada a pH menor de 3.0 y mayor =
de 10,5. La xilanasa de Trichoderma wiride a unes concen-
érmocifén-de 9.7 uz/ml fue demasiada inestable en valores
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de pH entre 2 y 7, =in embargo a una concentracidén de =«
970 ug/ml fue estable hasta 40°C aurente 30 minutos.

.- El pH estable de la xilanasa II del hongo Ceratocys-
tie parsdoxa se determind por incubacién de la soluoidn
engimdtica (0.1 ml) en una solucién de amortiguador uni=
versal (0.5 ml) de varios valores de pH durante 1 hors a
24°c. El valor de rH de cada solucién fue -consiguiente-
mente ajustado a& pH 5.0 por adicién de NeOH (0.2 M), y -
el volumen final ajustado a 2 ml con agua. Se removil -
entonces una alfcuota (0.5 ml) de cada solucién, se agre
26 a 1a solucién de hemicelulosa al 1%, (0.5 ml), incu~-—
bando & 45°c durante 30 min., el pH estable se manifesto
entre 5.0 a 10. (15) .

La xilanssa de Streptomyces xylophagus mostrd uns -
astabilidsd ard &l rango 8e pH de 5.3 a 7.3, pero fue =--
inactivada en valores de pH de 2,4 & 8.4, E1 pH de esta-
bilidad se desterminé en 0.25 ml de solucién de enzims —-
dilufda adecuadamente, 0.25 ml de amortiguador y se man-
tuvo a 20°C durante 2.5 horas. Después del ajuste de pH
a 6.2, se midieron las actividades residuales de la en«-
zima.

4.,3.~ Temperatura Sptima y estable.

las D-xilanasass de los hongos por 1o general muestre
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actividad éptima a ﬁ.a temperatura de aproximadamente a
50°C y tienden a mer termoestables, Frecuentemente son
totalmente inactivadas a temperaturas mayores de 65°C —=
' (ver tabla). El sistema D-xilanasa IT de Ceratocystis =—-
paradoxa es bastante raro ya que es altamente estable a
una tempsratura Sptima de 80°0. Esta temperatura Sptima
se obtuvo por incubacidén de la molucidén de la enzima ===
(0.1 ml), amortigusdor de acetato (0.1 M, pH 5.5, 0.5ml’
¥ 1la solucién de hemicelulosa (1%, 0.5 ml) durante 30 —-
minutos a varias temperaturas seguidas del anflisis de =
la fuerza reductora. La temperatura de estabilidad se dg
terminé por incubacién de la solucién enzimftica (0.0lml’
y amortiguador de acetate (0.1 ml, pH 5.5, 0.5 mi) duran
%e 1 hora & varias temperaturas, agregando hemicelulosa
(1%, 0.5 ml) a 45°C durante 30 min. la temperatura se ‘==
mentuvo de los 0°C a 60°C ya que la estabilidad 4e la —-
enzima también se examino a temperaturas bajas y en pO==
riodos'largoé o0 prolongados. La enzima, cuando se incubo
durante 4.5h a 35 y 45°C perdié aproximadaments del 56%
Yy 80%, respectivamente, de su actividad inicial. La eg=
tabilidad térmica de lea xilanaca II en presencia de EDTA
(2 mM) en amortiguador Trie-=HCl (0.05 M, pH 8.4) s» man-
tuvo, sugiriendo esto que los metales polivalentes, no -
implicam, ni comprometen la termoestabilidad como 10 ===
muestra la siguiente gréfica. Esta enzima, es completa=-
mente inactivada 8élo después de una hora a 100°C a um -

pH de 5.5. Es bastante raro encontrar tal estabdbilidad =
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térmica en una enzima de un organismo mesofilico,

es por
ello que se mencionsrd més detalladamente. (15)

TEMPERATURA ESYABLE

o

100 NSaw =
ACTIVIDAD 80 .
RELATIVA DE
XILANA SA 50 |

40|

20}

o o -

10 20 30 40 50 60 70 &0 90 100
TEMPERATURA

ESTABILIDAD TERMICA (1h) 0=—0 EDTA(pH 5.5)(2mM) X~=~-K

TEMPERATURA OPTIMA

ACTIVIDAD DE
LA (U/ml)
XILANASA

o N & o @ O

10 20 30 40 50 60 70 &0 90 100
TEMPERATURA
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En la xilasnagsa T de Ceratocystis paredoxXa, la ——-
temperatura Sptima fue de 4o°c. la cual se obtuvo incu
bando la solucién de 1la enzima (0.02 ml), amortigusdor
de acetato (pH 5.5, 0.10 M, 0.5al) y la solucién de la
enzima (1%, 0.5 ml) durante 30 minutos a variae tempe-
raturas, seguida por el andlieis de la fuerza reductora.
{16) Como se muestra en lea siguiente grédfica:

TEMPERATURA OPTIMA

=
o
T

075

025}

ACTIVIDAD HC (UNIDAS/mI)
[=]
3

20 40 60 80
TEMPERATURA

La temperstura de estabilidad se determind en una
solucidén de enzima (0.2 ml) incubandose en amortigua«=
dor de acetato durante 1 hora a varias temperzturas, -
entonces a 37°C se agrega la solucién de la hemicelulp
ga (1%, 0.5 ml) durante 1 hsra, seguida por el andlisis
de la fuerza reductora; la temperatura de estabilidnd -
fue de OOG a aproximadamente 55°c como 1o muestra la =
siguiente gréfica. (16)
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100,

80|

60 } TEMPERATURA ESTABLE

&0 |

20

ACTIVIDAD RELATIVA (% a37°C)

20 40 60 g0
TEMPERATURA

Une xilenaesa aislada de Trichoderms pseudokoningii,
se purificé y almacené hasta 3 meses en amortiguador de
acetato de sodio 50mM (pH 5.0) que contiene 100 mM de -
NaCl = -2o°c, 8in pérdida significative de la mctividad
(4). La endo~(1,4)-beta-D-xilanasa de Irpex lacteus, —-
presents una temperatura Sptima aproximadsments de 62°¢C
bajo condiciones standard y una temperstura de estabili
dad de los 0°C a los 50°C; ésta me midié en una soluciér
purificada de la enzima en smortiguador de acetato —-—-
0.1 M(pH 4.2), se mantuvo a varias temperaturas (4-80)
durante 30 minutos midiéndose bajo condicioneg standard
(29). Lea endo-xilanesa de Schizephyllum commune, presen
t6 una temperatura Sptima entre 45 y SOOC; cuundo Be =
analizé con xilana goluble dursnte 10 minutos (58). La
endo-(1,4)-BetaxD=xilanasa del hongo 4e Trametes hirsu-

Xa, se encontré gue su temperstura Sptima fue de 50°¢ y
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su estabilidad térmice & 45°C durante 30 minutos, ein -
embargo se desnaturelizé a temperaturas mds altaes (51).
La xilanasa homogénea de una preparacién comercial de =
Aspergillus niger, aislado de un bosgue tropical de ——
Africa al estudiar el efecto de la temperatura én su —-=
actividad se encontrd; que le xilanaesa I-A y la xilans-
sa I-B presentaban activided méxima desde 65°G. hesta =
los 80°C. Todes las xilanasas 11, o sea 1l-A, I1.B, 11-C
fueron muy activas a 50°C y su actividad dieminuyd rdpi
damente por arriba de los 60°¢c ¥y se perdié casi comple-
tamente & los 80°C. (32)

Las endo-(1,4)-Beta-D-xilanasas bacterianas de —we
Bacillus subtilis y Streptomydes lophagus, presentan
una temperaturs Sptima y de ectabilidad més baja, ———-
Streptomyces xilophagus secreta une endo=D-=xilaneasa que
precenta mds actividad en un rango de tempersturs A6 =-
55%°C a 60°c; cuando la enzima se incubd con solucién de
xilangs, a pH 6.2, y & varies temperaturas. Le estabili-
dad térmica a pH 6.2 fue de 40°¢c pero perdid sus activi
dades casi completamente & 70°C durante 10 minutos. Lea
endo-D-xilanasa de Bacillus subtilis, presenté una tem-
peratura Sptima en el rango de 37°c a 45°% Yy una compls
ta inactivacién a los 70°C (™). La siguiente tabla nos
resume los pH y temperaturas de algunsas endo=(1l,4)-Beta-

D=xilonasas.
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Totle 4

pH ¥ teapernturms de¢ algunas endo-(1,4)-B-D-xilanasas;

Puente de en=ima ‘p:.‘, ., #:t:. :m 2‘::': ::::nta
Bacillua rubtilis 6.0-6.2 5.0-7.0 745 T0
Bac1llue circulans ¥IL-12 5.5 —_— -— —
Strentomyces xylovnhague 6.2 5¢3-T3 55-60 70
Azpricus bisporus A 5.4 4.5-6.5 5-50 65
Apnersil’ r {2 5 4.5-6.0 55 —-—
Asperpillum nirer str 14 4-9 38 53 -—-
Agaricus bienorus B 5.0 3.5-6.0 50 10

ergillug nirer 4.5 — 50 60
Aspergillus niger IT 55 -— S0 60
Arpergillus niser TIT 4.5~5.0 2,0-9.0 59 8o

Tieghem S5e5 3.5~20 60

it wyon Tieghea T 5.0 440-10 — anyor k]
niger van Tiephenm II 3.5 3.0-8,0 — mayor ki
by ng I- 555-6.0 — 65-30 mayor 8o

erx; niper I-B * 4.0-4.5 — 65-30 mayor 8o
Aspergiliug niger YE-a , 40 _— 50 L
Aspersiliup niger IT-} 6.,0-6+3 8.0 50 L

r ny, 6,0-6.5 — 50 80

3 0 XA 5.5 -— 4 63
oxn X Sel 5.0-10 80 100

Riplodis vitissls 3.8 -— C e -—
nio. thine 5.3, 5.0-8,0 — 70
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Cantinuncién de la tabla 4

Puente de enzima pH pH G T °C de completa
Sptima estable ! L‘,«...; inactivaciédn

Py Jonthinellun IT 7407 $.0-9.0 e 80
Py_jonthinellun YIY 4.7 5.0-9,0 —_— 8o

ieola lanurinosa 5.0-6.0 4.0-12.0 65 .
Irvex lacteus 406-5.2 605-9.0 62 kil
Zranetes hirsuta 540=5.5 -440-8,0 52 ==yor T 50
Sehizophyllum commune 4.8-5.4 6.7-8.0 a5 6= -
Zrichsdernn viride 5¢5=6.0 3.0-7.0 -_— . . 90
Zrichoderma viride 3.5 2.0-7.0 50 . 65 -
Zrichodermn pesndokonin— . . E S
n 5.0 e —_— — - :
eeluloca comercinl 4.5 4.0-11.0 — 80

frichoderma recaei QX414 5 2-10 56-60 = $5°C a1 50k
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Como se puede ver en la tabla anterior las endo—e=
(1,4)-B-D-xilanasa de hongos son més activas a pH de —-
3.5 a 5.5 y son estables en un rango muy amplio de pH,
generalmente de 3 a 10. Estas por lo general muestran =
actividad dptims a una temperatura Ade so°c ¥y tienden —-
ser termoestables, frecuentemente son totalmente inacti
vadas a temperaturas mayores de 65°c; solamente Irametesg
hirsuta es uu.ctivada a temperaturss mayores de 50°C. -
En la tabla también se puede obgervar que el sistena —-
xilanasa II de Ceratocystis paradoxa, es estable a tem=
peraturas bastante altas; su temperaturs éptima es de =
80°G, siendo completamente inactivada solo despuées de -
une hora a 100°C & un PH de 5,5; manteniendo su termoegs
tabilidad en presencia de EDTA. Es bastante raro encon=-
trar tales extremos de estabilidad térmica en una enzte
ma de un orgunismo mesofilico. Las D-xilanasas de bacte
rias (Bacillus_ subtilis y Strentomyces xilophagug) =a==-
tienen un pH mds alto que agqufllos de origen fungico, ¥y
son estables a pH de 5.0 a 7.3; sus temperaturas Sptimms
van de 37°c a 60°c. con ung completa inactivacién 2 w—w
temperaturas de 7o°c.
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4.4.—~ Pegos moleculares, punto isoceldctricc, Km. -

Tabla 5

Pesgos molecalares, punto isoceléctrico, Em: de endo-‘l.gz—
B-D-xilanasag de diferentes origenses.

fuente de enzima pdso pI Knm
molecular (mg/ml)
x 10
Aspergilius niger I-A 50 — -—
Aspergilius niger I-B 50 - -
Aspergiilusg niger II-A . 31 - -
Aspergillues niger TI-B 31 - -
Aspergillug niger II-C 31 — -
Acpergillus niger (24) 20.8 - -
Aepergillus niger - © 3e9=4.5 —_—
Aspersillus wentii 25=28 — -
Aspergillius ni atr 1 24,33,24,27 4.2 3
Ceratocyctis paradoxa I - 9,17 4,24
Ceratocystis paradoxa II -— 4.50 0.27
Coniophora cerebella 34-38 - . c—
Chrysosnorium lisnorum - 4.44-6.0 -
Pomes snnosus - 4,1 =4,6,7.0 —=
Poliysnorums schweinitzii 35 -— -
Schizophyllum commune - - 14 -
Schizophyllum commune 31=33 - 8.37
Stereum sanguinolentum —— 3.62=-4,30 -
Stereum sanguinolentum 21,6 — -

Trichoderma viride 16 - 2.5
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fuenie de ensima peso pI Km
molecular (mg/ml)
x 103 '
Celulosa comercial - 4.5 1.0
Irpex_lacteus 38 7.6=8.0 2.8
Trametes hirsuta 22-24 — 6.36
Trametes hirsuta 22-24 - 1.14
T.peeudokoningui 20.3-22.3 9.6 -
T.reesei GMa414 - - 9.85
Bacillus circulansg Wl=l2-A 8s 4.5 8
Bacillus circulans WI-12-B 15 9.1 4
20.8 - —

Stregtou ceg XxXylophagus

Los pesos moleculares de las preparaciones de las
endo~(l,4)=-Beta~-D-xilanasas de hongos, son parecidas &
las de otras hemicelulosas y éstas fluctumn entre los -
16,000 a 38,000 y fueron determinados por diferentes —
métodoss Aspergilius niger Y=A, XI=B, II-A, II=B, II=C.
Fue calculado su peso molecular por cromatografia sobre
una ¢olumna calibrada de Bio-gel P-150, con la supopi--
cién de que las enzimas purificadas son proteinas globu
lares., Aspergillus niger sgtr 14, las endo=(1,4)=Beta=D=
xilanases de éata cepa fue calculada por diferentes mé-
todos por ello se dan en la tabla los cuatro valores —=
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obtenidos; 24,000 por filtracién en gel sephadex G-200,
33,000 por electroforesis en gel d4¢ poliscrilamida en -
presencia de sulfato de dodecil de sodio, 24,700 obteni
4o por sedimentacidn por ultracentrifugseién y por "1ty
mo 27,000 obtenido por andlieis en compoeicién de amino
dcidos y carbohidratos. Aqufi me observd que la endo-xilg
nasa de Stereum sanguinolentum y Aspergillus niger str
14 fueron eimilares en cuanto a contenido A4e aminodoi--
dos. E1 peso molecular de la sndo-(1,4)-Beta=D=xilanasa
de Irpex lacteus fue determinado por elsctroforesis en
gel de SDS-poliacrilamida por filtracién en ultrogel —-
AcA 54. El peso molecular d4e endo-xilanasa Ae Trametes
hirsuta fue determinado por cromatografia en gel en una
columna sephadex G-100, otros se calecularon por novil%—
dad electroforética, ultracentrifugacién en base a com-
posicién de aminofcidos, por adsorcién en DEAE-Biogel A,
etc.. El peso molecular de la endo-(l, 4)-Beta-D-xilana-
sas de bacterias fluctua entre 15,000 a 85,000; éste —-
valor de 85,000 en el Bacillus circulans WE=12 fue de—-
terminado por sdsorcién en DEAE-Biogel A ¥ es notable—-
mente diferents a las otras endo-(1l,4)-Beta~-D-xilenapa
y muy parecida a los pesos moleculares de las Beta-D-xi
losidasas por ejemplo la reportada por Deyne y Co. (197:
aislada de Peniecillium wortamanni.

Los velores de pi no han sido reportados en todas
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las endo-(1,4)-Beta~-D-xilanasas hasta ahora estudiasdas,
pero es igualmente popible encontrar pI neutro; por ejem
plo Fomes annosus, pI 7.0; pl aloalino, en Ceratccyatis
paradoxa, endo=(1l,4)=Beta~Dexilanasa de la hemicelulosa
I pregenta un pI de 9.17; también en las endo-=(1,4)«Beta~
D-xilanasas bacterianas encontramos pl slcalino por ejem
plo el pI de Bacillus circulans WL—12-B es de 9.1; tam-
bién existen en estado Acido, en hongos y becteriss, las
endo-(1, 4)=Beta~D-xilanasa de Aspersillus niger 3.9. 4.5
y en Baocterias la endo-(1,4)-BuD-xilanamas de Bacillus
circunleng WI—12-A, su pI es de 4.5. Los valores de Km =

gue hasta shora se han reportado van del rangoe de 0.27
& 14 mg de hemicelulosa/ml; obviemente sstos valores ~=
son dependientes de el detalle de la estructura de la =

hemicelulosa usada.

4.5.,~ Inhibicién de la actividad de las endo-(1,4)=Beta—
.D=xilanasas por iones metflicos y otros compuestes

Las endo-(1,4)-B-D-xilsnasas pueden ser inhibidas
por sustancias como: eulfhidrile, p-=cloromercuridenzoa-
to, iodo, iodo acético, metzles idnicos, glicerol, 1,2=-
atanodiol y varios azuceres. El glicerol y el 1,2-etano
diol = concentraciones mayores de 60% v/v inhiben la «=
accién de la endo—-(l,4)-Beta-D-xilanasa de Acpergillus
niger, aunque la inhibicién causada por el 1,2 etanodiol
se encontré que era reversible. Los metales idnicog ===
inhibidores de las endo~(l,4)-Beta~D-xilancsas de Baeci-

1lus subtilis, Agaricus bisporus, Ceratocystis paradoxa,
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Trichoderma viride, Irpex lacteus, Trametes hirsuta, —-

Aspergillus niger son indicados en la siguiente tabla,
anf como la inhibicién por algunos compudstos cuimicos
como el sulfhidrile, el iode, ilodoacético, muestran ==
que las endo-(1,4)-Bete-D-xiloncses de Bacillus subtilis,
requieren de éstos grupos para su actividad.

La inhibicién de la endo-(l,4)-Beta=D=xilsnasa de
Aspergillus niger por iocdoacetamida fue parcialmente re
vertide por el ditiotriol a 2.5 nmM.

El ién 1!52* se encontrs$ que es el mis potente inhi
dor y sus efectom sobre la actividad enzimdtica sugiere
que reacciona con grupos tiol. Sin embargo, el idn ng"
es también comocido que reacciona con los grupos amino
e imidazol de histidina y con enlaces péptidos que pue=
den ser capaces de coordinarse con los grupos carboxil
¥ amino, El EDTA y el KCN; fuertes inhibidores de meta-
lo enzimap; no presentan ningin efecto inhibitorio em -
las endo-(1l,4)=B=D=xilanasas, 4de¢ acuerdo con los datos
obtenidos por Hashimoto y Sorensen. De los iones meté—
licos probados, solamente el 0a2+ aumentd significativa
mente la sctividad de la xilannsea en aproximadamente um
30%. Las B-D-xilanaeas de Bacillus pubtilis y Agmricus
bisporus hansido reportados ser activadas por cloruro =
de calcio y cloruro de sodio, respectivamente. Sim embar
20 la activacién de la B=D=xilamasa de Bacillus subtilis
por cloruro de calcio no incrementa la estabilidad de Xu
enzimn.
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Tabla 6
Inhibidores de endo=(l,4)wBeta-D=xilanasa.
inhibidoxr fuente de enzime referen
: cia
reactivos sulfhidrilo - Tranetes _hirsuta 51
{p~cloromercuribenzoato, Bacillus subtilis -
iodo, #fcido iodoacético)
p-cloromercuribenzoato y
acetamida Aspergiliue niger -
etanodiol, glicerol . Aspergillus nicer —
bromuro-2-hidroxi-5 ni--
tro bencil Irpex lacteus 29
iones metilicos
1’182*.&8.;0\12*-1’02.’-?03’ Trametes hirsuta 51
Bacillus subtilis )
H32+,cu2+ Aspergillus niger 24
Hg2+,Ag+ Irpex lacteus 29
: ng"'.Ag"' Trametes hirsuta 51
Bg2*, s ' ' Criptococecus slbidus
. var. aurius 56
m2+,2n2’,ugz+ Agaricus bisporus -
ot Trichoderma viride y
' Ceratocystia paradoxa 15, 16
28
Azucares
I-arabinosa, D-xiloss y
xilotriosa Ceratocystis paradoxa 16
D-xiloga _ Ceratocystis prradoxa 15 y 19
xilopentosa . Trichoderma viride -
xilobiosa Trametes hirsuta 14
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4.6.~ Compopicién de aminodcidos; y carbohidratos.

Uno de los primercs sistemas B-D-Xilanasas en el -
que se estudié la compoeicidén de aminodcidos fue el sip
tema xilanasa de Stercumn scnuinolentum determinando -
en €éste su peso molecular. El1 perfil de amincdcidoe de
esta xilanase homogenea esta mostrado en la siguiente
tabla, y ésta comporada con los perfileg de xilanasas
homogeneas reportadas por otros.investigadores. La B=D-
xilanasa de Irpex lacteus, es muy rica en aminodécidos
hidrofébicos y acfdicos, carece Qe cistefna, lo que sme
refleje por le falta de inhibicién por la N-etilmalei-
mida. El contenido de aminodcidos del sistema B-D-xils
nasa de Anpercilliuas nirer str 14 y el sistema B-Dexila

nasa de Stexrcvm sonocuinolentum, son casi similaree en

cuanto al contenido de nimero de residuos de eminodci-
dos.

El contenido de carbohidratos varia en le literatu
ra de acuerdo al método utilizado para su investigacién
pero sin embargo éote varfa en un rango de 20X a 35% en
Las xilanasas hasta ahora investigadas,

Otros paranetros fisicos que han sido determinados
en sisteman B=D-xilanasas, incluyen el coeficiente de

sedimentacidn (Stereum sanguinolentun 2.9 S, el cual -
es similar al gque se reporto para Trichoderma viride),
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Compasioidn de aminodeidoq sag hosoge ‘ 1)
Aspargil) Schix ephyl) 1tzy ) Stereusn ssogui.id Irpex lacteus Streptomyces
a) (o) (1)

aainodcidos lus
niger etr 14 (d) commu ne nolentua
Res B Res Bas Xt e xu
&aido aspartico 30 14.6 N.58 10,7 18.6 8.6 | 10.8 12.4
Sreontina 32 15,1 29.68 10.1 26.8 22.3 5.9 7.8
|eriaa 28 13.2 37.52 12.7 4.4 15.7 23.5 8.2
£oido glutamioce 17 8.0 19.0 6.4 15.1 6.9 12.3 8.1
prolina Ed 2.4 13.7 4.6 11.4 5.2 4.0 4.2
glicina 6 7.0 47.0 25.9 26.4 2.1 . 13.0 n.7
alsnina 23 6.1 20.9 7.1 17.9 e.2 11.2 9.4
valins kS . 0.5 14.4 4.9 13.2 6.1 5.9 5.4
metionins 2 0.9 1.4 0.5 2.2 1.0 - 1.5
1solaucina ] 2.4 11.T 4.0 6.6 3.0 4.0
leucina S 2.4 11.0 3.7 7.6 3.5 5.6
tirveina s 16 7.5 23.0 7.8 10.7 4.9 3.9
Lenilalanina * 5 2.4 4.96 1.7 6.8 3.1 4.1
lieina [ 2.8 . Te1 2 2.4 3.6 1.7 R 1.8
hiatidias 2 0.9 4.1 4 1.4 2.4 1.2 2,2
arginina 6 2.8 5.8 2.0 2.0 0.9 : 5.8
madia cistefna . * ; 3.95 2.3 3.3 1.5 ;- 1.9
sriptofano a 1.4 8.5 2.9 8. 4.0 . s
residuos totales 13) 212 295 .. 28 s
800 090 2 32, 000 22,800 38,000 40,000

Refereanciasi(a).=24; 3 (£} 7 (8)e=

=+= 0o deterainsio, T-trazas. .

B= Residuce . . *
B £ Nolar
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CAPITULO V
S5.— Modo de accidn de las (1, 4)=-B-D-xilanasas.
51— B-D-xilanasas Bacteriansas.
Las B-D-xilanasas producidas por Bzacillus subtilis
¥y Streptomyces xilp hagus, mgestran ser principalmente ~-

del tipo de las endo enzimas. La B-D-xilanasa de Bacillus
liberando inicialmente arabingo

subtilis degrada D-xilana,
xilooligoadcaridos y xilooligosicarido de d.p. mAyOr O ~=

igual a 2 por hidrélisis prolongada de 24 horas. Estos ——
producen D-xilosa ademds de los productos antes menciona-
dos. Ia xilobiosa no es nuevamente degradada. La B-D-xila
nasa de Streptomyces xilophagus degrads i D=xilana en pasos
similares, pero no libers IL-arabinosa. La D-xilosa fue -
producida por incubacién prolongada de S5 horas, y simulta
nezmente con la xilobiosa constituyen los mayores pfoduc-
tog de hidrélisis; el disédcarido xilobiosa no fue nueva--—

mente Gegradado por &sta enzima.

5e2e= B-=D-xilanaszns de Hongos.

Las B-D-xilanasas de hongos son potencizlmente exo

¥ endo _enzimas. La literatura en el aislemiento de las —-
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exo enzimaes de hongos nos menciona que tales enzimas son
dificiles cde aislar & diferenciar de la B-D-xilosidasas,
ambas son czpaces de degradar D-xilooligosdcaridos de —-
d.p. mayor o igual gue 2; pero por definicidén sélo las =
exo xXilanesag atacan a las D-xilanas. Las dos tipos de -
enzimas pueden ser c¢laramente diferenciasdes uns de la —-
otra por sndlisis espectroscopico de resonancia magnetica
nuclear. Las Be-D-xilanasas que muestran ser del tipo exo
han sido producidas extracelulaymente por Aspergiliug —-
batatze, Asvergillus niger, Coniophora cerebella; é&stas

no han sido tan extensivamente purificadas como las pre-

paraciones de las endo-Xilanasas.

Los hongos han sido la fuente més comin de endo-xi
lanasas y estas preparaciones son y han sido m#s extensa
mente estudisdas. las endo-D-xilanasas pueden ser dividi
das dentro de dos grupos principalmente de acuerdo & su
modo de sccidn:

I.- endo-D-xilanasaes liberadoras de arabinosa.
1T.- endo=D-xilanasas no liberadoras de arsbinosa.

I.- endo=-D-xilznasas liberadorzss de L-grabinoss.

Las DB-xilanasas, por definicidén, son glicen hidro-
lasas capaces de hidrélizar enlaces (1,4)=B=-Dexilopirano

sil de D-xilanas. Sin embargo, elgunas preparaciones —--
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altamente purificadas de xilznasas muestran tener capaci
dad ‘de hidrolizar puntos ramificados (1,3)=-glfa=L-arabi=
nofuranosil de arabinoxilanas. Estas enzimas han sido =
ajsladas de Agaricus bisporus, Aspergiilus niger, Cerato-
cystis paradoxa y Diplodia viticola. La preparacidén enzi
matica cruda de Diplodia viticols fue capaz de liberar =
I-arabinosa de arabinoxilana de rastrojo de mafz y uva,

pero cuando ge purifico, degradd xilooligosacdridos d.p.

2.5, no produciendo arabinoss; este tino de enzima se —-
encontro ser producido por vérioa hongos. fitopatdigenos,

¥ muestiran ser capaces de hidrolizar 1la alfa L--arabino;sg

ranosidasa en puntos ramales de arabinoxilanas.

El sistema D-xilanasa de Aspersillus niger se en—-—
contrd que consistia en dos diferentes xilanasas; I y II.
La D-xilanasa I degradé arabinoxilana de paja de arxroz a
D—-xilosa, lL-arabinoss y una mezcla de xilooligosacdridos
depe 2=5; los disacdridos (xilobiosa) y trisacdrido (xi-
lotriosa) no fueron atacados, pero loe aravinoxilooligo-
sacdridos fueron hidreligsdes & Xxilotriosa y I-arz=binosa.
La multiplicided de éstae enzimas D-xilanasas producidas
por Aspergillhe niger fue mfs ampliamente investigaldas -
por Iwamoto y cols; ellos examinaron el sfe¢So de la ——-
fuente de carbono {(D-xilana; D-xilosa, I~arsbinoss, O=—
(carboximetil)-celulosa y D-glucosa), en diferentes tiem
pos de cultivo y cepas especificas y encontraron que, en
cada caso, ambos tipos de D-xilanasa I y II fuerom produ
cidas intra y extracelularmente,
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El sistema D-xilanase de Aepergillus niger van Tie-
ghem productores de D-xilanasas I, II, III; dos de las -
cuales (1la IXI y la III) degradan arabinoxilena de paja -
de mafiz & D-xiloaa, I~arabinosa y una mezcls de arabimo-
xilo y xilooligosacdridos es como sigues

enzima productos de degradacién grado de hi
arélieis.

xilanasa I xilooligosacéridos, arabinosa,
xilobiosa, xilotrioea, arabino
xilo pentosa. A8

xilsnasa II xilooligosacéridos, arabinosa,
xilobiosa, arabdbinoxilotriosa,
arabinoxilotetraosa, arabinoxi
lopentaosa. 34

Las D-xilanasas no atacan & la xilobiosa, pero li--
beran I-a&rabinosa de arabinoxilobiosa; la arabinoxilotrio
sa fue hidrolizado s I~arabdbinoss y xilotriosa, y ésta fue
nusvamente degradade a xilosa y xilobiosa. La D-xilanasa
II también atacé fenll alfe-l-arabinofuranosido, lidbersn
do lL-grabinosa. Los enémeros B no son atacados.

El sistema B=De-xilanasa de cinco endo=xilanasas de
Ae niger reportadas por John y colaboradores desdoblaren
L~arabinosa a partir de xilano. (32)

Ceratocyatis paradoxa mogtré que produce varias ——-—
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D-xilans=as, una de las cuslesg la HC I ge encontré que -
libera L-arabinosa de hierba de prodo (Heteropogon contox
tus) y de bagazo de cafia de azdcar (C B). Estos susetratos .
mostraron estar compuestos predominantemente de arabino-
4~0O-metilglucuronoxilana. Easte poliescérido segin mostrs
Perlin contenfa a los residuos de arabinosa unidos tanto
por alfa (1,3) como por elfa (1,2) unidos al mimmo residuo
de D-xilosa, tembién como residuos de l-arabinosa unidos
8010 por alfe (1,3) en el esqueleto de xilana. E1l arabi-
noxilana tiene una estructura altamente ramificeda por =
cada 25 residuos de xilosa-arabinosa ocurre un segmento
de 5 residuos de xilose sin ramificacién. El ataque ini-
cial de la enzima sobre el arabinoxilana y la HC BY 1ibe-
ré une mezcla de arabinoxilo y xilooligosacédridos. Ia —
arabinoss aparecid en un tiempo de 2 horas y en tiempo -—
de incubacién méds prolongedo aparecid la D-xilosa J una
hemicelulosa degradada insoluble. Esta @ltima puede haber
sido el resultado de la remociSn de lop residuos de ara-
binosa, gue produce una xilsna de bajo contenido de ara-
binosa 1la cual precipita en la solucién.

Los productos de degradacién de arabinosa—-xilose y
xilosa oligosacArido puros de d.p. 3-6 y 2-5, respectiva
mente, se muestran como sigue:
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oligosacéridos

productos de degradacidn

arabinoxilobiosa
arabinoxilotriosa
arabinoxilotetraosa

arabinoxilopentosa

xilobiosa
xilotriosa
xilotetraosa
xilopentosa

arabinosa, xilobiosa

arabinosa, xilotriosa
xilotetraosa, arabinosa, xilobiosa
xilobiosa, arabinosa, arsbinoxi-
lotriosa, xilotriosa, xilopentosa
no se degrado
no se degrado .

xilobiosa, xilotrioss
xilobiosa, xilotriosa

hidrélisis & 37 C después de 4 horas.

Como se puede notar el xilooligosacdrido mds pequefio

atacado es la xilotetraosa, y tanto é1L como la xilopento

sa produjeron xilobiosa y xilotriosa. E1l mecanismo pro—-

puesto para 1la hidrflisis de la xilotetraosa se represen

ta en la siguiente figura:

ENZIMA

XILOTETRAOSA E— XILOTETRAOSA

XILOTETRAOSA

XILOBIOSA+ E

Ho0

———" E~— XILOBIOSA « XI1LOBIOSA

€
Hy0 2 XILOTRIOSA +

E XILOHEXAOSA

HZN

X1LOBIOSA + XILOTETRAOSA+ E
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El mecaniemo propuesto para explicar la hidrdélisis
de 1la xilotretraosa por la enzima HC I; indica que 18 —-—
xilotetraosa se combina primero con la enzima para formar
el complejo enzima-sustrato, el cual eastablece un egquili
brio reversible con la enzima y la xilobiosa. En la inver
sa de esta reacidn, se concibe entonces que la xilotetrao
sa remplaza la xilobiosa con la formacién resultante del
complejo xilohexaosa, el cual se degrada répidamente a -
xilobiosa, xilotriosa y xilotetraosa. lLa HC I degradd a
los arabinosa-xilosa oligosacAridos a arabinosa como se
mostré anteriormente en los productos de degradacidén; y
éatos fueron subsiguientemente hidrolizados. El1 arabino-
xilopentosa produjo algo de arabinoxilotriosa el cual —-
fue objeto de otra degradaciédn para dar arabinosa y xilo
triosa. Esto fue sorprendente, ya que la velocidad y ca-
racteristicas del producto sugieren que el sitio de enla
ce de 1la hemicelulosa I "llena" 2 una cedena de 5 regi--
duos D-xilosa, y el sitio de enlace activo estd evidente
mente situado dentro de los subsitios de enlace. El ata-
que relativamente rdpido sobre el arabinoxilopentosa pa-
ra producir arabinoxilotriosa, xilobiosa sugiere, por lo
tanto, gue la presencia de arabinosa como sustituyente -
no puede interferir con el llenado de la cadena (1,4)-B-
D-xilosa en el sitio de enlace. La arabinosa sustituyen-
te en el, arabinoxilopentosa esta probablemente presente
sobrs el repsiduo xilosa en el extremo no reducﬁor, pero
el argumento anterior eas védlido si la arabinosa es colo-

cada sobre la cadena de xilosa.



- 67 =

Ia actividad de la arabinosidasa de la xilanasa de
HC I fue detenida cumsndo la enzima fue preincubada con =
xilotriosa antes del ataque sobre la hemicelulosa B, la
hidrélisis de la hemicelulosa B continué, y esto sugiere
que los dos tipos de hidrélisis son probablemente catali
zadoa en diferentes sitios catalfiticos ya que la presen—
cia de la xilotriosa no previene nuevamente la divisién
de las cadenas de D-xilosa. La hidrélisis enzimdtica de
la hemicelulosa B por la hemicelulosa I -est{ suprimida a
concentraciones elevadas de L—arabinosa y D-xilosa. Eg -
probablemente, que la inhibicién del producto sea un fac
tor importante en la limitacidn de la accién de hemicelu
loea I sobre las hemicelulosas. (16)

Una comparacidn de las propiedades y modo de accidén
de algunas "xilanasas liberadoras de arabinosa" es resu—
mido en 1ls siguiente tadla; la cusl nos muestra que cada

enzima es8 diferente una de la otra.

Las endo D-xilanases II y XII de Aspergillus niger
van Tieghe dearado I-arabinano de remolacha, mientras que

la xilanasa de HC I de Ceratocystis paradoxa ataco lenta
mente a los enlaces alfa (1,3) de las uniones de arabing

furanosil de L-arabinan de remolacha, liberando L-arabi-—

nosa.

La tabla también nos muestra gque ambas xilenasas; la
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D-xilanasa I de fAspergillus niger y la HC I de Ceratocys-
tis paradoxsa degraden xilotriossa, pero liberando L-arabi
nose de Arabinoxilotrioss, mientree le D-xilanasa II Qe
Aspergilius niger van Tieghem fue capaz de atacar xilo——
triosa y, en consecuencia después de eliminar o remover
1la L-arabinosae de arabinoxilotriosa, subsecuentemente ==

produce D-xiloss y xilobiosa.
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I¥.- "Las endo-xilansasas no liberadoras de arabinosa'.
Este grupo de D-xilanesas, constituyen la mayorfa de
las endo D-xilanesas de hongos conocidas, generalmente -
degradan arabinoxilana y otras D-xilenas a D-xilosa, D-xi
looligosacéridos, y en algunos casos, oligosacdxridos e—-
conteniendo tanto L-arsbinosa y D-xilosa. Estas enzimse
. han sido aieladas y altamente purificadas de varias cepas
de Aspergillus niger, Ceratocystis paradoxa, Diplodis —-
Viticola, Stereum sa inolentum, Trichoderme viride, w=
Trametes hirsuta (14). ILa degradacidén originadas por sus
ataques sobre D-xilanes son resumidos en la siguient® ==

tabla.

La mayorfa de estas preparaciones de D-Xilanasa, con

excepcién de la Diplodis viticola, degrada al azar D-xila
na, liberando xilosa as{ como oligosacdridos.

Las D-xilanasas parcialmente purificades de Conlopho-
A gsrebella degradiciém 4-O-metilglucurunoxilana de alm
mo a D-xilosa, una mezcla de D-xilooligosacdridos de d.p.
2=-5 y un complejo de enzima resistente que no ha =ido --
investigado. La D~xjilane de Rhodymenia palmata esta com=-
puesta de enlaces B-D-(1,3) y B=-D-(1,4)-D=xilosa residual
en una sola cadena de D-xilsna, y es susceptible de ser

atacada por D-xilanasas de Hongos.
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La preparacidn purificada de D-xilanasa de Stereum
sanguinolentun degradé D-xilana de Rhodymenia palmata &
xilobiosa, xilotriosa y, una serie de grandes oligosacd~
ridos (x4 - Xlo) que contienen una mezcla de enlaces —--—
B-D-(1,3) ¥ (1,4), generalmente en la relacién 1:2. El -
atagque ge cree que ocurre en los enlaces B-D-(1,4) sola-
mente cuando esta flangueada de ambos ladoa POr Otros —=-—

enlaces B=-D-(1,4)-

Bjorndal y colaboradores sugieren que la disminucién
del campo x5 a x4 indicen que los enlaces B-D-(1,3) no -
solamente inhiben el desdoblamiento de un enlace adyacen
te, sino también deja ¢l desdoblamiento de los enlaces -

regiduales liberados o removidos.
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Tabla 8

Productos de degradacién de la hidré8lisis de D-xilanas por ——

endo-D-xilanasas de hongos.

fuente de enzima

fuente de D-xilana

productos de -
degradacién

Aspergillus niger van

Tieghem
D=xilanasa I

D-xilanasa II

Aspergillus niger

D-xilanasa B
D=xilanasa IX

Ceratocystis paradoxa
D=xilanasa HC -IX

Diplodia viticola

Stereum sanguinolen-—

tum
Trichoderma viride
Trametes hirsuta

Celulosa comercial

paja de arrog
paja de arroz

rastrojo de maifz
raja de arroz

hierba de prado,
endosperma de -«
trigo

hierba de prados
paja de trigo, uva

Rhodymenia palmata
xilana comercial
secoya

paja de trigo

X, ALy, X,, AXy,AX,
X, xzv X3, (A—I),x4

X, X5, X3, (A-X),X,
x, x2r (A—X), xsvx4

X, AX,, X,, AX;, X,
Xyr 8Ky AXg, Xg

X=X5

X, X=X,

AX , AX

2 3

X, X=X,

referencia (18).
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X= xilosa, x2= xilobiosa, x3-_- xilotriossa, x4= xilo-
tetraosa, xs-_- xilopentosa, Ax2= arabinoxilobiosa, Ax3-ar§
binoxilotriosa, Ax4= arabinoxilotetraosa, Ax5= arabinoxi
lopentoea, (A~X)= arabinoxilo—oligosacdridos de d.p. no
determinado, (x4- X_Lo)- mezcla de xilooligosacdridos de
d.p. entre 4 a 10 que contienen enlaces B~-D-(1,3) ¥y (1,4)
D-xilopiranosil como residuocs en una proporcién de 1:2.

Esta enzima no hidroliza xilobiosa ¥ xilotriosa, pe
ro degrada grandes cantidades de oligosacdridos dando ==
mezclas de di y tri-sacdridos.

A. altas concentraciones de sustrato, esta enzima -
fue capaz de sintetizar grandes cantidades de oligoéacd-
ridos de d.p. X, ¥ xs (transglicosilacién), aunque eate
efecto puede ser prevenido por el uso de concentraciones
bajas de sustrato por ejemplo O.01%. Posteriomente ——
Erikson y Pettersson reportan que una preparacién de D--
xilanasa aislada de Stereum sanguinolentum hidrolizo una
serie de xilooligosacédridos de d.p. mayor o igual a 3, -
principalmente a D-xilosa y xilobiosa.

Las D-xilanasas aisledas de Trichoderma viride pare

cen ser similar en su modo de accién al atacar el D-xila
na, a las D-xilanasas de Stereum sanguinolentum., Esta —-
enzima degrada xilooligosacdridos d.p. 2-5 a una mezcla
de D-xilosa y xilobiosa, con trazas de xilotriosa. En ==
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ambos casos, la xilobiosa permanece sin eir atacada. Otra
enzima con casi similar modo de accién es la asislada de -
Aspergillus niger. Bsta enzima degrada xilotriosa y xilo-
triitol e D-xilosa y xilobiosa, ya xilitol a xilobiosz —-
respectivamente. La liberacién de xilitod sugiere que el
ataque ocurre principzlmente a los grupos reductores fins
les de 1la molécula. la misma D-xilanama no ataca uns ars-
binoxilotriosa (AXB) o xilobiosa,

La D-xilenasa de xilanasa II (ref. 15) de Ceratocys-
tis paradoxa degradean hemicelulose B de arabinoxilano aig
lado de endosperma de trigo y de hierba de prado, este —-—
arabinoxilano estd altamente ramificado (xilosa/srabinosa=
1.77) (estructura descrita por Perlin). Los productos de
degradacién de esta enzima muestra claramente que actua -
como una endoenzima ya que degrada inicialmente a la xilo
biosa y a una serie de mezclas de arabinoxilo y xiloologe
sacdridos de d.p. mayor o igual & 3 (25 minutos de hidré-
1isis). '

Los productos que contienen grupos de dcidos urénico
no se tomesn en cuentz, ya gue estos son removidos en el -

tratamiento de desionizacién.

La glucosa también aparecid en los productos de hiw-—
adr8lisis de las hemicelulosas, 1o que indica la degrada——

cién de un componente glucano menor, el cual puede ser —
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degradado a celulosa u otro tipo de gilucano (15)., Un d4i-
sacérido de glucosa, el que se cromatografid junto con -
celobiosa, también se liberé. La D-xilosa y una arabinocea
xilosa trisecdrido (xiloea: arabinosa 2:1; arabinoxilo—
biosa) aparecié después de 4 horas. No se detecto arabi-
nosea, pero después de 24 horae en el hidrolizado apare—
cié un precipitado que se le llamo "hemicelulosa degrada
da insoluble"., ILa incubacidn prolongada disminuyo progre
sivamente el prowmedio de d.p. de los oligosacéridos libe
rados demspués de 5-6 dias, los productos principales de
1a hidr#ltsisfueron D-xilosa, un trisacdrido (arabinoxi-
lobiosa), D-glucosa y xilobiosa. La ausencia de cualquier
producto oligosacdrido que contiene znis de un residuo de
arabinosa es significativa, y concluimos que, en las por
ciones de las moléculas de hemicelulosas atacedas por la
enzima, no hubo casos donde los sustituyentes L-arabino-
furanosa ocurrieron sobre residuos contiguos de xilosa -
.de la cadena principal 0 esqueleto de hemicelulosa.

El modo de accién mds probable de la xilanasa II B9
bre estos oligosacdridos se muestra de la siguiente ma:e

ra:
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R :
x~xdx x=x3x

?(—x-f-x'x x—xfxtx

1
x—x-}-x'x-}-x x-—x-}x«' x}x
] envaces atacavos en veLociDaDEs eams

' ENLACES FACILMENTE ATACABL ES POR HC Il ( XiLANASA)

Donde:X= Beta-(1,4) que enlazan a D-xilopiranosil,
A= L-arabino-furanosa unida por alfa-(1,3), = enlaces -
fdcilmdnte atacables por xilanasa IT y = enlaces ataca-

dos en velocidades mds bajas.

Los mecanismos alternativos de ataque sobre los —--—
oligomsacéAridos de xilosa podrfan, por supuesto, dar los
mismos productos, pero la analogfs con 1las reactividades
de los arabinosa-xilosa oligosacdridos suglieren el ata-—
que preferencial indicado cercano al extremo reductor. —
La mrabinosa en el punto de ramificacién de arabinoxilo-
biosa y arabinoxilotriosa se ha mostrado por estudios de
metilacién estar unidos a la unidad xilosil terminal no

reductora.
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Las velocidades relativas de hidrélisis de los oli-
gosacédridop de xilosa por la xilanasa II como se muestra
en la tabla, sugieren gue el sitio de enlace de la enzi-
ma eg efectivamente llenado por una cesdena de 4 residuos
de xilosa. Aparentemente, el mimmo llenado puede sexr pro
ducido por srabinoxilotetraosa, ya que este dltimo es hi
drolizado aiin m&s rédpidamente que xilotetraosa.

Tabla 9 M
Productos de dAegradacién de la hidrélisis enzimatica de arabi
nosa-xilosa y xilosa oligosacdridos poxr la xilanasa IIl a 35 G
por 4 hr,
OLIGOSACARIDO incremento productos de hidrélisis
en la fuer .
za reducto X AX X, AX x3 AX x

ra 2 "2 3 4 4
AX, 0 - - - - - - -
AJ(3 10 1 1 - - - - -
Ax4 83 5 2 4 5 -— - -
AX5 66 2 2 T 6 3 2 -
X, o) - - - - - - -
X3 18 1 1 -
JC4 - 50 1 7 2 -
x5 ST 3 8 1 1

4
Xs= xilopentosa, AX2= arabinoxilobiosa, Ax3= arabinoxilotrio-

X= xilosa, x2= xilobioasa, x3= xilotriqsa, X,= xilotetraosa, =

aa, Ax4a arabinoxilotetraosa, Axsa arabinoxilopentosa.



-~ 78 =

Farece, por lo tantc, qué 1la presencia de los susti

tuyentes no impiden el enlace de la enzima a la hemicelu
losa en la vecindad del sustituyente a pesar de, que por
el enlace xilosido a la "derecha'" del sustitu-

a la hidrdélisis y no al sitio activo.

supuesto,
yente es resistente
Estas conclusiones son compatibles con la sugerencia inu

sual de que las regiones més altamente sustituidas de la

hemicelulosa pueden ser preferencialmente atacadas por =

xilanasa II (15).

La hemicelulosa degradada xilanasa I la cual precipi
to de la solucifin durante el curso de la hidrdlisis enzi
mdtica de la hemicelulosa B de pasto tuvo una viscosidad
intrinseca, y de agui probablemente un peso molecular, -
considerablemente bajo con respecto al original de la he
micelulosa B. Su anflisis indicé canticdades pequefias de
arabinosa, glucopa, galactosa y Acido urdnico, del mate-
rial original. El bajo contenido de L—~arabinosa resulta
de la formacidén de arabinosa-xilosa oligosacdridos, ya =
que la lL-arabinosa libre no fue liberada durante la hi--
drélisis. Cuando la xilenasa I se redisolvié en alcali y
la solucién se neutralizé, fue atacada por xilanasa II,
liberando los mismos oligosacdridos que los que se produ
cen apartir del ataque sobre la hemicelulosa B originsal.
Durante la segunda hidrélisis, nuevamente se formé un ——
precipitado de hemicelulosa; este precipitado pudo ser -
redicuelto e hidrolizado por la xilanasa II,
que incluyen al precipitado.

produciendo

productos similares,
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La separacién del precipitado de H I, durante la —-
hidrélisis enzimédtica es evidentemente dependiente del -
tiempo. La separacién de la xilanas# I precipitada duran
te la hidrélisis enzimdtica es un fendSmeno de retrodegra
dacidn dependiente del tiempo, el cusl parece estar fave
recido por la reduccién en la proporeidn de constituyen-
tes no xilosa. No es sorprendente encontrar que las cade
nas de xilana menos sustituidas se invierten mds rdpida-
mente. Sin embargo, la necesidad para 'expl:lcar eatas ob-
servaciones, fueron dirigidas a la conclusidn sorprenden
te de gque las enzimas tienden preferentemente g atacar a
las moléculas de hemicelulosa (o0 porciones de molécula)
las gue estdn mis sustituidas con residuos de arabinosa
¥y 4cido urénico, dejando una xilana menos sustitufdo y -
de peso molecular més bajo el cual se invierte y se vusl
ve resigtente a otro atague enzimdtico.

Tabla 10

El efecto de la concentracidn elevadi de xilosa sobre la
actividad de xilanssa II se muestra en la siguiente tabla.

5 10
63.7

xilosa , 0
actividad relativa 100 81L.4

incubsdo & 35%¢c por 24 hr.

La actividad enzimética es inhibida a concentracio-—

nes x=fis altas de xilosa.
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5«3.~ Hemicelulasas de Bacterias del rumen.

Las hemicelulasas de microorganismos del rumen in——
cluyen la alfa-L-arsbinofuranisidess, xilobioas, xilooli
gosecéridos, y sistemas D-xilanasas. Este grupo probable
mente también incluye las alfa D-glucosiduronasas (alfa-
D-glucosidunato glucurbnohidrolasas), lss cuales SOn Ch-
paces de hidrolizar enlsces alfa-D-(1,2) de grupos D-glu
copyranosilurenico (frecuentemente contiénen un grupo me
toxil en el carbono 4) de glucurunoxilanas. Sin embargo
las enzimas que tienen esta especificidad no ha sido de-~
bidaments detectadas sn los sistemas rumen, y por 8llo -

.

son poco discutidas.

Las hemicelulosas de los microorganismos del rumen
han sido aisladas de cultivos purcs de &).- bacterias ——

como: Bacillumg firmus, Bacteroides amylogenes Butyvibrio

fibrosolvens, y Ruminococcus flavefaciens, ¥y b).- Proto-

zoarios como: Epidinium ecsudatum, Entodinium sp, Eudi--
lodinjum medium, Eremoplastron bovis y Poliplastron mul-
tivesiculstum. Estos han sido encontrsdos ea preparacio~
nes libre de mezclas de bacteriss, protozoarios y/o ambos.
Los extractos libres de célulae contiene los siguientes
tipos de enzimas: xilodbiosa, xilodextrinasa, arabinofurs
nogidasa y xilanasa. Las xilanasas - digradan xilano, ars

binoxilano y D-xilosa 0ligosacdridos principalmente & -
xilobiosa y D-xilosa por un mecanismo de tipo endosnzima.
La xilobiosa no es atacada, y la xilanasa etaca a la Xi-
lana linesl més répidamente que a las hemicelulosas ————
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remificadas, por ejemplo, arabinoxilano de harina de tri
80 Yy una fraccién libre remificada de trifolium pratense.
La prepencis de arabinosa, galactosa y 4cidos urénicos -
como punto de ramificacién lateral en el esqueleto de la
xilana psrecen inhibdir la accién de las xilanasas. Tam~—-—
bién ha sido demostrado que cuando una preparacién comer
cial de hemiceluloss sze utilizé pars degradar a la xila-
na altamente ramificada de la goma de zapote (Sapota ===
achres) con el sistema microbiano del rumen, la cadens -
de xilana no fue hidrolizsda efectivamente por la xilana
sa hasta que la srabinofuranosidasa ha removido los resi
duos arabinosa de 1os arabinoxilanos. Los diferentes ti~
pog de hemicelulass del rumen por io tanto parecen traba
Jar de meneras sinergistice en la degradacidén de arabino-
xilanos & D=xilosa y L-arabinoss. La accién de alfa—L———
arabinofuranosidcsa fue mostrada por Bailey y Gaillard a
preceder la accién de las xilosidasa y xilanasas. En es-
ta forma la D-xilana es degradada a D-xilosa y L-arabino
se la cual puede ser utilizada en la fermentacidén de los

microorganismos del rumen.

Este tipo de sistema hemicelulasa es, por eso, muy
diferente del ya descrito del hongo patdgeno Ceratocys——
tis parsdoxs, en el cual la D-xilznasa acepta preferente

mente & las ramas de hemicelulasa.
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5:4¢= Endo (1,4)-B~D-xilanssas de Cryptococcus Albidus.

Aunque la beta-xilanasa extracelular -producida porx
el hongo Cryptococcus albidus durante el crecimiento en
xilanas de maders, cumple con todos los requisitos o cri
terios bédesicos de el modo de accidén de una endo~-xilanasa;
cabe mencionarse de una manera especial debido & 168 con
tinuos estudios que se han realizsdo con respecto a esta

endo-beta~-D-xilansas .

La endo-(1,4)-beta-D-xilanasa de Cryptococcus albi-
ggg.hidroliza a las xilanas hasta una serie de xilooligo
sacédridos, sin embargo, 1la enzima,-aﬁn después de una pu
rificacién intensiva, presenta baja afinidad para el p——
nitrofenil beta xilosido, sustrato tipico de las beta xi
losidasas. En un anfllisis detallado de la catalieis de -
la enzima de aril-beta—-xilosidos utilizando fenil-beta(
(U—Cl4) sintetizado de (U—Cl4) xilosa se obtuvo eviden—-
cia clara de que 1la liberacién del fenol y sus nitroderi
vados de los correspondientes beta-xilosidos no fue debi
do a un simple demsdoblamiento hidrolftico del sustrato,
como sucederfia al ser catalizado por una beta-xiloaidasa,
sino por una reaccidn compleja gue involucra reacciones
de transglicosilacién multiple, formacidn de intexrmedia-—
rios grandeé como fenil glicosidos de xilooligosacédridos,
los que subsiguientemente son hidrdélizadoa principalmente

a xilobiosa y xilotriosa.
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A concentraciones menores de 100 mM de fenil beta—-
xilosido le reaccidén presentd una fase logaritmica signi
ficativa, que fue seguida por un perfodo durante el cual
la velocidad de degradacién del sustrato podia determi—
narse. La velocidnd siguié una fuerte dependencia sigmoi
dal de la concentracién de fenil-beta-xilosido. Se propo
ne gue la endo-(1,4)-beta-D-xilanasa utiliza para la de-
gradacién de fenil-beta-xilosido doas rutas de reaccién -
que difieren en la naturaleza de los donadores glicosil.

Cuando la reaccidén de p-nitrofenil, O-nitrofenil o
fenil beta-xilosido a una concentracién de 20mM se lleveo
a cabo con la beta xilangsa, se observé que la xilosa —-—
fue polemente un componente menor entre los productos de
reaccidén formados. La descomposicidn de los aril xilosi-
dos estuvo acompafiada principalmente por la formacién de
xilobilosa y, en menor proporcidén, por la formacién de xi
lotriosa y xilosa. La formacidén de xilooligosacé&ridos de
p-nitrofenil beta-xilosido durante la incubacién con be-
ta-xilanasa fue mfs aparente a una concentracién de sus—
trato més elevada (100mM). Ninguno de los procedimientos
quimicos de detencién nos permitié establecer la presen-—
‘cia de aril glicosidos de oligosacéridos de xilosa en —
las mezclas de incubacién; se esperaba gue estos se foxr—
maran al menos en la etapa inicial de la reaccién. Esto

fue una consecuencia de la baja concentracién de tales -
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compuestos y 2 la baja senstbilidid..de los procedimientos
de deteccidén. Los fenil oligosacdridos podr{an haberse -
identificado f4cilmente en las mezclas que contienen fe-
nil beta (U-Cl4) xilosido como sustrato, después de tiem
pos cortos de incubacién tales muestras contuvieron, ade
més del sustrato peguefias cantidades de xilobiosa y x1ilo
triosa, dos productos radioactivos, los que acuerdo = la
movilidad cromatogrdfica parecen ser fenil beta xilobio-
sido (compuesto 1) y fenil beta-xilotriosido (compuesto
11). La xilosa y xilotetraosa estuvieron pregentes 8018-
mente en trazas en esta etapa temprana de la reaccién. -
Se puede observar gue la reaccién siguidé un patrén com--
plejo de digestién de fenil beta-xilosido y aparecen va-
rios productos que vaz;ian marcadamente con el tiempo. -«—
Los primeros gque se formaron fueron fenil glicdsidos de
xilobiosa y xilotriosa, alcanzando su médxima concentrae—
cién después de aproximadamente 30 minutos; disminuyendo
después de este tiempo continuamente. La xilobiosa, xilo
triosa y xilotetraosa se formaron después de un perfodo
logaritmico corto. De eatos oligosacéridos'. la xilotetrao
sa y xilotriosa se consumieron en otro curso de reaccidn,
produciendo un equilibrio en el que la xilobiosa y xilosa
fueron los productos principales de la descompomicidén de
fenil beta xilosido. Es de intéres por lo tanto, encon--
trar como procede la reaccidén de la endo-beta-D—xilanasa
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con fenil beta xilosido a baja concentracidn del sustra-—
to. A una concentracién de 5 mM la velocidad de degrada- .
cién de fenil beta xilosido fue extrem=zdamente baja y no
se encontraron en la mezcla fenil glicosidos de xilobiosa
Yy xilotrio;a. Un hallezgo importante fue el que la xilo-
biosa, fue nuevamente el producto de reacciédn que preva-
lec{fa. Esto fue evidencia clara de que la beta Xilanasa
es incapaz de catalizar la hidrélisis simple de aril xilo
s8idos y que cualguier mecanismo posible de degradacidén -
involucra las reacciones de transglicosilacidén. En otras
palabras, 1os8 aril xilosidoes son mejores sustratos para

la transferencia glicosil que para la hidrélisis. (8)

Un puntoc importante; ha de ser que ge postule un me
canismo posible de reaccidn de la degradacién de fenil -
beta xilosido por la beta xilenasa, es decidir si 108 ==
productos intermediarios de ambas vias propuestas sirven
como donadores xilosil para el fenil beta xilosido o re-
ceptores de los residuos xilosil gue se originan de la -
molécula del sustrato. La evidencia obvia de los antes -
mencionado en un trabajo que realizd Biely (7) es sufi—e
ciente soloc para excluir la posibilidad de que 108 intex
mediarios sirven exclusiVamente como aceptores glicosil,
y sugiere fuertemente que funcionan principalmente como
donadores g£licosil debido a que son lo suficientemente -

grzandes para ser hidrolizedos por la beta Xilasnasa.
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La cinética de la reaccidén de la beta-xilanasa con
fenil beta-xilosido es anfloga a lo que me ha observado
durante la degradacidn de p-nitrofenil 2 acetoamnido—2=—-
deoxy-beta=D=glucopiranosido em presencia de eligosacédri
dos de.quitina por la lisosima o para la degradacidén de
fenil glfa-D-glucopiranosido en presencia de maltosa por
alfa amilasa de Bacillus subtilis. Una caracteristica cgo
min de todas estas reacciones es que se efectdan bién a
concentracidn extremadamente alta de lps'suatratos. En -
contraste & la reaccién de la beta-xilanasa; ya mencions
da con anterioridad la degradacién de los aril-glicosidos
ocurre sin la adicién de los oligosacdridos donadores —-—
glicosil. La fase logeritmica pudo ser eliminada agregan
do una pequeria cantidad de maltotriosa a la mezcla de ——
reaccién; y no se registro. la reduccién adicional de la
velocidad de la reaccién, como la que ge observdé Qurante
la degradacién de los fenil~beta-xilosido por la beta-xi
lanasa en presencia de oligosacéridos agregados, Fujimori
y colaboradores fueron capaces de interpretar las carac-—
teristicams principales de la degradacién de maltosa por
la alfa amilasa en téxrminos del mecanismo de reaccién. -
No consideraron los cambios conformacionales inducidos -
por el sustrato sobre la enzima que es la responsadble de
la fase logaritmice de la reacciédn y de la dependencia -
sigmoidal Qe la concentracidén. Estas dos caracteristicas
de la cinética enzimdtica son consistentes con el concep

to de enzimas histeréticas que funcionan a diferentes —-
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conformaciones dependiendo de sus sustratos. La beta-xila
naga de C. albidus puede ser dicha enzima, debido a que

parece presentar diferente reactividad como una funcidn

del sustrato donador.

545.= Sitio de enlace enzima-sustrato.

El gitio de enlace pars el sustrato de endo-(1,4)—
beta-D-xilanasa de 1la levadura Cryptococcus albidus se -
investigé utilizando; (1,4)-beta-oligosacAridos (I-H) -
marcados en el extremo que reduce. La evaluacidn de afini
dades de diez subsitios imaginarios por el método de Su-
ganuma y colaboradores sefialo que el sitio de enlace-sus
trato de la enzima estd compuesto por cuatroe subsitios y
que los grupos cataliticos .estdin localizados en el cen--
tro. Los subsitios imaginarios al lado izquierdo del si-—
tio de enlace (lado "terminal no reductor") mostraron po
ca o ninguns afinidad para unir a los residuos xilosil.
Para los subsitios del lado derecho del sitio de enlace
(1ado "terminal reductor") se obtuvieron valores negati-
vos de afinidad, lo gue significa que easta regidén de 1la
enzima es desfavorable para atrapar a los residuos xilo-
sil. Como consecuencia de la distribucidn asimétrica de
" lose valores negativos de la afinidad alrededor del sitio
de enlace, la enzima desplega una fuerte preferencia pa-
ra ataecar cerca del extremo reductor del sustrato. Consi
derendo la longitud de (I—H3) xilooligosacdridos, la ———
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(I—H3) xilobiosa fue el producto de reaccidn éue prevale
cid en la etapa temprana de la hidrélisis y la frecuencila
de distribucidn de enlace desdoblado disminuy$ a partir
del segundo enlace glucosidico hacia el extremo no redug
tor. También fue importante evaluar la eficiencia de la
xilosa, xilobiosa, metil beta=D-=xilosido y fenil beta—Dw
xilosido por servir como aceptores glicosil en las reac-—
ciones transglicoliticas gque se producen a elevadas con=

centraciones de xilotriosa.

El estudio del modo de accién de las polisacdrido -
hidrolasas utilizando los oligosacédridos correspondientes
llevan el concepto de que la enzima ataca & una cadena -
polisacérida que interactda con el sustrato a través de
varias unidades glicosil al mismo tiempo y qu= la inte--
raccién de una parte dada de la enzima con una sola uni-
dad glicosil es mfs o menos independiente del resto de -
la molécula del sustrato. El sitio de enlace de una enzi
ma eg por esto considerada como una gerie de gubsitios,
cada uno de los cusles es capaz de unirse con una unidad
de carbohidPato. Los grupos catalfticos estdn localizades
entre dos subsitios, y su localizacidén y el nimero dz sub
sitios es una caracterfstica del comportamiento de lg =
enzima. Para la determinacién y localizacién de estog —-
subsitios cataliticos se han desarrollado dos métodos; -~
ambos estdn basedos en el andlisis del producto de los -

oligosacédridos marcados terminalmente bajo condiciones -
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de hidrélisis unimolecular con el conocimiento cinético
del oligosacérido: aunque la endo=(1,4)=beta=xilanasa de
Cryptococcus albidus ha mostrado reaccionar con sustrato
multimolecular ademéds de la simﬁle hidrélisis. (9)

El sitio de enlace sustrato de la beta-xilanasa de
la levadura parece estar compuesto de cuatro subsitios,
los cuales solamente dos, subsitiop =II y II muestran —-
una fuerte afinided para enlazar los res@duos xilosil de
los (1,4)-beta=xilooligosacdridos. El sitio de enlace ae
la enzima esta compuesto de cuatro subsitios con los gru
pos catalf{ticos localizados a la mitad, y estd de acusr-
con el hecho de gque la xilotetraosa, a baja concentracidnp,
o3 desdoblada casi especificamente en el segundo enlace
glicosfdico. El concepto del sitio de enlace con cuatro
subgitios de la enzima también cumple los valores de los
parémetros V/Km obtenidos para los oligosacdridos proba-—
dos. Los pardmetros no sumentan significativamente de lo
que va de xilotetraosa a xilopentosa. La xilotetraosa pa
rece ser el sustrato més pequeiio que es rdpidamente hiw-

drélizado por la enzima.

Los calculos de las afinidades de subsitios imagina
rioms slrededor de los cuatro subsitios de enlace de la =
besta-xilanasa sefialaron que estas regiones de la enzima,

a pesar de que se unen al sustrato, juegan un papel muy
importante en la interaccién enzima-sustrato. Los subsitios
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imaginarios a la izquierda del sitio de enlace mostraron
poca O ninguna afinidad para enlazar a los residuos xilo
sil. Estos subsitios ni enlazen ni rechazan a los resi-——
duos xilosil, por 1lo tanto quizi no existan y correspon-
den al esmspecio exterior de 1a molécula de la protefna, -
Para 108 subsitios del lado derecho del sitio de enlace,
los valores negativos para la afinidad fnerop obtenidos.
Esta regién de le enzimn (subsitios IIX, IVy V) es des-
- faverable para la complejacién con residuos xilosil. lLa
barrera de energia en el lado derecho del subsitio II o
parece ser el factor principal que hace gque la enzima -
atagque a los sustratos preferencialmente en el segundo -
enlace glicosfdico del extremo reductor y explica por que
las frecuencias de desdoblamiento de enlaces de oligosa-
cdridos disminuye hacia el extremo no reductor. Sin embar
&9, no hay duda de que la enzima también es capaz de des
doblar enlaces intermos de polimeros grandes. Esto se -~
obtuve & partir de las mediciones viscosimétrices y fre-
cuencias de desdoblsmiento de enlaces Ade oligosacéridos
més grandes.

La observacidn de que los oligosacdridos méds grandes
que la xiloheptaosa ersn los peores sustratos que 1la xi-
lotetraosa nos da enternder que los subeitios imaginarios
=IV o V fueron también decsfavorables pars el enlace Qe -

los residuos xilosil,
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La afinidad del subsitio IX también se evaldo en ba
se & la eficiencia de xilosa y xilobiosa para servir co-
mo aceptores glicosil en las reacciones trensglicosfli-—
cas. los valores obtenidos de esta manera y por el méto-
do del grupo de Hiromi difiere aproximadamente en I ==
Kcal/mol. De acuerdo a Chipman y Sharon, estd discrepan-
cia no puede ser necesariamente un error experimental o
método 18gico debido & que el valor de afinidad también
puede incluir cambios conformacionales ex; la enzima que
son necesaries. para el enlace. En cuanto a esto también
hay que considerar que cada uno de losm valores se obtuvé
por diferentes grados de saturacisén de la enzima con xii

lotriosa.

Una comparacién de las velocidades iniciales de uti
lizacién de aceptores de xilose y metil beta-D-xilosido
sefiala una contribucién relativamente pobre del enlace -
&licosfdico al enlace de aceptores en el subeitio IX, -
Aproximadamente las mismas velocidades de utilizecién de
xilobiosa y fenil beta-D-xilosido sugirieron que el sub-
sitio II es capaz de unir al aril aglicom casi tan fuer-
temente como el residuo extremo reductor de xilobioesa. -
La compresién total de estos resultados eesta condicionado
al conocimiento de la estructura del sitio activo de la

beta-xilanasa. (9)
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Todas las caracteristicas de la degradacién de oligo
sacdrido por la beta xilanasa son consistentes con el me

canismo de reaccién tipo lisosima.

Por lo tanto se puede concluir que la enzima estd -
compuesta por cuatro sitios —-II,~I,I, II con grupos cata-
1fticos localizados entre los subsitios =I y I. Siendo =
los subsitios -~IXI y II los que presentsan alta afinidad -
por las unidadem xilomil. Los valores negativos de la su
ma de afinidades de subsitios -I y I estd de acuerdo con
el hecho de que la xilodiosa es un sustrato pobre para -

la enzima,.

Bajo las condiciones de hidré8lisis unimolecular, la
xilotriosa forma dos complejos productivos con la beta -
xilanasa, uno de los cusles predomina fuertemente. La =-
xilotriosa (I--H3). a concentraciones iniciales bajas, es
desdoblada casi exclusivamente pars dar xilosa marcada;
con el aumento de la concentracién de xilotriosa, sin em
bargo, la proporcidn de H3—(x:l.1)2/H3— xil aumente debido
a la participacidn de mecanismos de reaccién bimolecular.
De acuerdo a los andlisis desarrollados para una alfa——
amilasa por Robyt y French, pueden considerarse tres me-
canismos bimoleculares para la degradacién de la xilotrio

88 que soni
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Un complejo termomolecular: una segunda molécula de

xilotriosa "empuja" a la primera a una posicién que
promueve la hidrélisis del segundo enlace glicosiadi
co. (13)

Transglicosilacién.~ transferencia de un grupo gli-
cosil de una molécula del sustrato a otra molédcula
de sustrato; en el caso de la xilotriosa uno puede
considerar la transferencia xilosil .o xilobiosil ==
para dar xilotetraosa y xilopentaosa, respectivamen
te, debido a que son mejores sustratos para beta xi
lanasa que la xilotriosa, y son fépidamento digeri=
doe por una hidrélisis unimoleculdr. (10)
Condensacidn.- un proceso de apareamiento de dos mo

léculas de xilotriosa para dar xilopentaosa (rever—
8ién de la hidrélisis) que es un mejor sustrato pa-
ra la beta xilanasa que la xilotriosa, la xilopen--—
taosa sufriria una hidrélisis unimolecular répida.

Conociendo los valores de las frecuencias de desdo-

blamiento de enlaces de oligosacdridos elevados bajo con
diciones de hidrélisis unimolecular, uno pusde predscir
los intervalos para los valores de H}-(x11)2/33— xil y -

promedios molares (xil),/xil para loe mecanismos de reag

cidén

bimoleculares (10). Para distinguir a los mecanis—

@08 que dan sl_mismopromedio de productos, la distribu--

cién

de 1la marca en la xilobiosa formada de xilotriosa

(I—HB) deberia utilizarse como otro criterio.
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Al comparar los valores experimentales de 5-3-(x11)2/
H3—xil ¥ los promedios molares (xilz/xil obtenidos a va-
rias concentraciones de xilotriosa con los valores predi
chos se puede concluir que: La hidrélisis unimolecular -
se lleva a cabo a bajas concentraciones de xilotriosa.

El cambio de dos & un enlace del susti‘ato seguido por la
hidrélisis en el aeg\mdo.onlace glicoaidico participa a

concentraciones aproximadas de 5mM. Con otro aumento pog
terior de la concentrscién de xilotriosa, ocurre el aumen
to del promedio molar (xil)zx.tl ¥y de esta maneras, soporta

la evidencia para la ausencia de la redistribuciédn de la

marca en la xilobiosa tritiasa, y sirve como buena evi--
dencia de gque el cambio de dos a un enlace y la subsigui
ente transferencia glicosil es el mecanismo bimolecular
predominante en la degradacién de xilotriosa & concentra
ciones elevadas. Este mecanismo encontro apoyo en el he-
cho de gue la xilotetraosa encontradz entre los procduC=-—
tos de reaccidén a concentraciones elevadas de xilotriosa.
La transferencia xilobiosil, no puede excluirse completa
mente pero ciertamente no contribuye significativamente

con 1las proporciones de producto observadas (poca xilo=-
biosa marcada es formada inicialmente a concentraciones

altas de xilotriosa). Una prueba para la redistribucién

de la marca en xilobiosa tritiasa dié resultados negati-
éoa, por lo tanto, podemos desechar a la condensacidén co

mo un mecanismo bimolecular de la degradacién de Xilo=—w

triosa.
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Bajo condiciones de hidré8lisis unimolecular, la xi-
lotetraosa forma un complejo productivo con la enzima en
el gue todos los sitios de enlace de la enzima estédn ocu
pados. Son formados dos complejos productivos a frecuen-—
cias bajas. En contraste con 1la xilogtriosa, que muestra
mayores variaciones en los promedios de productos que de
penden de la concentracién, los promedios de productos -
de xilotetraosa (I—H3) cambia sBolamente a concentracio—-—
nes altas. E1 aumento del promedio de xilotriosa marcada
estuvo acompariada por la formacién de oligosacédridos més
grandeg que la xilotetraosa., Por lo tanto, &1l cambio de
dos a un enlace de la xilotetraosa no es seguido por hi-
drélimsis, sino que se une a una reaccién de transferen—-
cia que lleva la formacién de cantidades significativas

de xilopentaosa.

La hidrélisie unimolecular de (I-H’) xilopentzosa -
libero dos productos principales marcados que correspon-
den & la formacién de dos complejos productivoas. Un com=
plejo predomina sobre el otro, guizd debido a 1la Adistri-
bucién asigétrica de afinidedes entre los subsitios ~IX
y II, y de fuerzas de repulsién alrededor del sitio de -
enlace de la enzima gue tiene cuatro subsitios. Los cam-
bios en la frecuencia de depdoblamiento de enlace de xilo
pentaosa con la concentracién, similar a squellos en el

caso de xilotetraosa, indican un cambio del sustrato s la
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derecha del sitio de enlace de la enzima. El cambio no -
parece ser seguido por hidrélisis sino por una tranafe-—-
rencia de xilosil y xilobiosil, reflejado en la formacién

de oligosacdridos mds largos que la xilopentaosa.

Laa reacciones de transferencia estuvieron bien ma~-
nifestadas por los resultados de andlisis de productos -
marcados formados durante la degradacién de oligosacéri-
dos no marcados, en la presencia de xilobiosa marcada, -
Durante cierta incubacién de xilotriosa por ejemplo, B0~
lamente fue xilotriosa el oligosacdrido recien marcado -
en la mezcla, lo que puede ser realizsdo solo si es efec
tiva la transferencia xilosil. Este resultado a2l mismo -
tiempo, sefiala la existencia de un intermediario enzima-
xilosil, el residuo xilosil se encuentra cerca del subsi
tio -I. Los subsgsitios I y II interactuan con el aceptor
xilobiosa, y la reaccién reversible lleva a la formaeidn
de la misma unién glicosfdica que se habia desdoblado an
tes. Esto es una snomalfa a la interpretacién de reaccio
nes transglicosflicas de la lisosima. Todas estas obser—
vaciones no apoyan la posibilidad de formacidén de inter-
mediarios enzima-glicosil del extrema reductor de Xxilo-=

oligomacdridos.

En conclusisn el modo de accién de las beta-xilana
sas de C. =21bidus, muestra fuerte similitudes con el mo
do de accidén de la lisosima y alfa amilasa., El mecanis-
mo de reaccién sugerido para la degradacidén de xilotrio
sa por la beta xilanasa difiere ligeramente del modelo
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propuesto para la degradacién de maltotriosa por la alfa

amilasa.

5e6.= Sintesis e Hidrélisia.

De los enlaces {(1,3)-beta=-xilosfdicos por 1la endo=-—
(1,4)=beta=xilanasa de Cryptococcus slbidus, la endo-(1,
4)-beta-xilanass extracelular purificada - de la lavadurs
Cryptococcus albidus cataliza no solamente los enlaces -

(1,4) sino también en una reaccidn de transglicosilacidn
alternativa lleva a la formacidén de enlaces (1,3)-glico-
sfdicos. Se aislaron por cromatograffa preparatoria en -
papel A partir de una mezcla de productos de la degrada—
cién por beta xilanasa de fenil beta-D-xilopiranosgido, -
tres fracciones de oligosacédridos, que difieren cromato-
grificemente de los productos de enlace (1,4)-beta. Su -
estructuras se elucidé por espectrometria por resonancia

magnetice nuclear e hidrélisis enzimdtica por betas xila-
nasé ¥ beta xilosidasa. La xilotriosa isomérica se iden-
tificé como 3-O=-beta~D-xilopiranosil-4-O-beta-D=xilopira

nosil-=D=xilosea.

La estructura del isomero tricaccérido se confirmo -
por degradacién enzimdtica. A una concentracidén de 20 mM,
el trisac4rido produjo (1,4)-beta-xilobiose, (1,4)=beta-

xilotriosa y trezas de xilosa. En este caso el mecanismo
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de la degradacifén del- slistrato involucre mfe transglico—
silacidn que una simple hidrdélisis.

o o ~ o
‘on »OH o @B@OH
r:o HO
OH oH OH
(s)
O [e] 0 0O,
HO HO 4 : HO
OH OH HO OH OH ‘

OH

B=XILANASA

(o] (2] 0
HO HO

OH OH OH

A—-XILOSIDASA

£ (e

LA ESTRUCTURA DE TRISACARIDO ISOMERICO Y SU PRODUCTO DE DEGRADACION
POR B-XILANASA Y B-XILOSIDASA.

El trisacdrido solo fue ligeramente degradado por 1la
beta xilocidasa en comparacién con el promedio de hidré=-

lisis del enlace (1,4)-~beta de los xilooligosacdridos. —
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De los dos productos inicialmente esperados, la xilosa y
(1,4)-beta-xilobiosa, se detecto solamente la xilosa en
la mezcla por medio de la cromatograffa en capa fina. La
afinidad mds alta de beta=xilosidesa para el enlace (1,4)-
beta de los residuos xilosil que para el enlace (1,3)=be
ta de los residuos xilosil es la razdén principal de por-
gque (1,4)-beta—-xilobiosa fue hidrélizada tan pronto ‘como

se formaba,

En otra fraccién se encontr§ tetrasacdridos 1los cua
les estf representado principalmente por 4-O-beta-D-xilo
piranosil=3=0=beta=Dwxilopiranosil=4=0-beta=D=xilopirano
gil=D-xilosa, Su estructura se traté de elucidar con el
espectro 0;3 resonancia magneticé nuclear sugiriendo que
el tetrasacdrido tdene una xilosa sustituida en (2,3)-be
ta en el extremo reductor. Sin embargo, los datos de
resonancia magnetica nuclear no hacen posible distinguir
entre otras posibles estructuras de tetrasacdridos.
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Por lo tanto sus asignacionea no pueden hacerse sin
la informacién adicional de 1la hidrdlisis enzimdtica. El
tratamiento de la fraccién donde se encontraba este tetra
sacdrido por beta xilosidssa lleva & la formacién de xi-
losa y unvtrisacérido isémerico que tiene movilidad de -
3=0-beta-D-xilopiranosil=(1, 4)=0O~beta=D-xilopiranosil=D=
xilosa, en aproximadamente el mismo promedio molar (fig.)

vy M “"”"m
do is A15
Q0 “,gi goomoe
AVTL

[} 76 12 1 2 0 2 &4 22 S
TIEMPO DE INCUBACION (h)

El promedio de desdoblamiento del residuc xilosil -
terminal fue similar al de los xilooligosacdridos unidos

por beta=-(1,4). El trisacéArido isémerico fue el peor ==
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sustrato para otra digestién con beta—kilosidasa, lo que
indica la presencia de un residuo xilesil unido por (1,3)-
beta en su extremo no reductor. Lste resultado sirvié co
mo una fuerte evidencia de que la fraccidn de estos te——
trasacdridos contiene el tetrasacdrido II a como el cong
tituyente predominante. La presencia del tetrasacdrido -
IX b no se puede excluir, ya que en el caso del desdoblz
miento del residuo xilosil (1,3)-beta, no se pudo encons
trar la (1,4)-beta xilotriosa entre los productos de hi-
drélisis debido a las mismas razones que la (1,4)-beta-—
xilobiosa en la digestién por beta-xilosidasa del trisa-

cdrido anterior.

Los productos del tratamiento con la beta~xilanasa
de C. albidus sobre la fraccién de los tetrasscdridos -
dependié de la concentracidén del sustrato. A una concen
tracién de 0.5 mM, la (1,4)-beta-xilobiosa se libers co
mo el producto principal ademds de pequefias cantidades
de xiloea y (1,4)-beta-xilotriose (figuran). Estos resul-
tados confirman nuevamente que la fraccién de los tetra-
sacdridos estd represenfada prineipalmente por oligosaci
rido--IXa miantras que el oligosacérido IXb es B80lo €l —-—
componente menor. A una concentracidn de 20mM la fraccién
de los tetrasacdridos fue convertida por la beta xilana-
sa a varios productos: (1,4)-beta-xilobiosa, trisacdrido’
ioomérico I (1,4)-beta-xilotriosa, (1,4)-beta-xilotetreao

sa y un pentasacédrido isomdrico.
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Otra fraccién III, contiene pentasacéridos isoméri-
cos en muy pequefia cantidad, por lo tanto, se sometid so
lamente, a degradacién por beta-=xiloaidasa. ILa enzima 1i
berd répidamente xilosa, xilotetraosa isomérica y xilo--
triosa isomérica. Por esto.esta fraccién parece ger prin
cipalmente una mezcla de pentasacéridos isoméricos que -
contienen cada uno de elloa enlaces (1,3)=beta entre Aos
diferentes residuos xilosil intermnos. Los oligosacédridos
isoméricos se hidrolizaron en el enlace {(1,3)=beta, a re
par del hecho de que la enzima no ataca al (1,3)—beta—x£
lanas. Los resultados estédn interpretados en relacién a
los cuatro subsitioss del sitio de enlace de la enzima —-

con el sustrato.

El (1,3)=-beta xilana de Caulerpa filiformis es prac
ticamente insoluble en agua. Cusndo la enzima se aplico
en guspensién en agua, no se observd hidrdlimis. Se obtu
vo el mismo resultado cuando la enzima se incubo durante
10 dfas (en presencia de azida de sodio) con el primer -
polisacérido solubilizado en NaOH caliente (0.5M) y neu-
tralizado subeiguienteménte con dcido acético. Por 1o =~
tanto concluimos que la beta xilanasa de Cxyptococcus al-
bidus es incapaz de atacar al (1,3)-beta-xXxilana lineal.
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Sin embargo, la enzima es capaz de hidrélizar a 1la
xilana que contiene ambos enlaces; (1l,4)-beta y (1,3)-be
ta. Esto se demostrd por la cromatograffa de los produc~—

tos de digestién de Rhodymenis por Cryptococcus albidus;

aungue la estructura de estos productos no se ha estable
cido; se pudo ver en el cromatograma productos unidos por

(1,4)=-beta y por (1,3)=beta. (9)

Cuando la beta xilanasa actdo sobre los (1,4)~beta-
Xxilooligosacdridos que contienen ramificaciones xilosil

unidas por enlaces (1,3)-beta (figura)

(o] Op CHy
v OH [o]
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HO o OH
‘OH ’
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HO -
HO o OH OH
OH
HO
OH

Se encontré que el compuesto IV era completamente re

sistente al ataque de la enzima. Sorpresivamente el com-

puesto V girvié como sustrato. Sin tomar en cuenta su ——
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coﬁcentracidn fue hidrélizado lentamente en tetrasacédrido
libre y metal. Siendo la movilidad cromatografica del te

trasacdrido semejante o la de (1,4)-beta-xilotriosa.

La capacidad demostrada de la endo-(1,4)-beta-xila-
nasa de Cryptococcus albidus para catalizar las reaccio-—
nes transglicosilicas que llevam a la formacidn de enla-
ces (1,3)-beta. es otro hallazgo inesperado que sefiala -
un nuevo aspecto de la especificidad de ia enzima estudia
da e indica que otras endo glicamasas pueden tener propie
dades similares., En un experimento que se llevd a cabo -
(11) =8 demostrdé claramente gue los xilooligosacéridos -
isoméricos contienen sole un enlace (1,3)-beta. Basando-
se en sus egtructuras uno puede asumir que fueron forma-
dos principalmente por la transferencia (1,3)-beta de re
siduos glicosil a (1,4)-beta=xilobiosa, Su form=cidén pue
de enfocarse mejor en vista al sigio de eniace del sustrz
to establecido para las beta xilanasa de Cryptococcus albi-
dus. El ﬁimero unido por (1,4)-beta gue sirve como acep-
tor glicosil se puede encontrar firmemente a través de =

su unidad reductora en el subsitio II. Un enlace débil -
de su unidad no reductora en el subsitio I puede permitir
una rotacién limitada de la unidad alrededor del oxigeno
glicosidico, de $al manera que el grupo hidroxilo del —
carbono 3 puede acercar a 108 grupos de la enzima a los
lugares donde se lleva a cabo la reaccidédn de trahsferen-

cia. Ei grupo hidroxilo del C-2 parece estar distante de
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este locusm y esto puede ser 1la razén principal de porque

no ocurren las reacciones de transferencia (1,2)-beta. =
(figura)

\z;?7‘\\\%5;7rt;22::::::;;? Ho oH \:Z?Z::::;;;f
HO ) HO )
o HO /. o HQ Ho ~oH

Representacién esquematica de la posibilidad de trang
fe:enéia de los residuos (1,3)=-beta glicosil & (1,4)-be-
ta xilobiosa.

Cuando se trataron c¢on la enzima responsable de la
sintesis los trisacAridos isom&ricos ce desdoblaron eX—-
clusivamente en el enlace (1,3)-beta. A elevadas concen-—
traciones su enlace (1,3)-beta también se rearregla a un
(1,4)=beta, debido mds frecuentemente a su transferencia
(1,4)-beta. De esta menera en contraste a la (1,4)-beta
xilotriosa, el trisacérido isomérico forma con la enzima
un complejo tanto a bajas como a elevadas concentraciones
(figura A y B). '
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OOD OODOOD

Az COMPLEJO ENZIMA TRISACARIDO A BAJAS CONCENTRACIONES,

B2 COMPLEJO TERMOLECULAR DE B-XILANASA CON TRISACAR!DO ISOMERICO
A ALTAS CONCENTRACIONES.
(0—-0) ENLACES 1,4-B-XILOSIL.
(0~—~—0} ENLACES 1,3-B-XILOSIL,

El tetrasacdrido isomérica IIa forma con la enzima
dos complejos productivos. En el primero de ellos, forma
do a bajas concentraciones de sustrato, el sustrato es -
desdoblado exclusivamente en los enlaces (1,3)-betn de -
la parte media. La formacidén de trisacédrido isomérico y
pentasacirido isomérico & elevadas concentraciones de —-
sustrato sefiala le formacién de un complejo enzima-sustra
to en el gue la hidrdélisis del enlace (1,4)-beta terminal
en una extensién considerable seguide también por trans-
glicosilaciédn.

En bese a la hidrélisis establecide de xilooligosa-—
clridos iéoméricos uno puede concluir gue 1avxi1anasa de
Cryptococcus albidus tolera la distorcién en la regulari
dad de los sustratos lineales unidos por (1,4)-beta. Dew
bido a2 la insercidn de un enlace (1,3)-beta, tanto en el

gitio de los grupos cataliticos como en el sitio aceptor
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(subsitios I y II), mientras gue 1608 subgitios II y I ——
parec-qn ser especificos para el residuo (1l,4)-beta-xilo-
biosil. La enzima pued_e acomodar, sin embargo, un residuo
xilosil que lleva una remificacién (1, 3)=beta=xilosil el
subsitio II.

5.7+~ Otras endo (1,4)-Beta~D-xilanasas.

El intéres de realizar una investigacién similar con
una beta-D-xilsnasa diferente del hongo Cryptococcus al-—
bidus para proporcionarmos datos que permitirfan obtener
uns idea més general del mecanismo de accién de las Beta-
D-xilanssas indujo el estudio en endo=(1l,4)=B=Duxilanasas

de Asgpergilius niger principalmente.

Une endo—(1l,4)=beta-D-xilenasa acfdica (1,4-beta-xi
lana-xilenohidrolesa, EC 3.2.1.8) de Aspergillus niger —
cataliza la degradacidén de (1,4)=beta-xilooligosecéridos
lineanles por mdéltiples vias de reaccién snalogas a las =
cotalizadas por lisosima y slfa-amilesas.

El anflisis cuantitativo del producto de las mezclas

de sustratos de la enzima utilizando xilooligosacéridos
3 y 014

e8a nos llevd a las siguientes conclusiones:

marcados en el extremo reductor con I-=H =xXx1lotrio~

L.~ Las frecuencias de desdoblamiento de los enlaces de
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xilotriosa, xilotetraosa y xilopentzosza son fuerto=-
mente dependientes de 1a concentracidén de loe sustra
tos.

A una concentracién relativamente baja de los oligo-
sacdridos la enzima cataliza las reacciones transgli

.cos{licas produciendo productos mé&s grandes que los

sustratoe.

La xilobiosa y en menor cantidad la xilosa son wutili
zadas como aceptores glicosflicos en las reacciones

de transferencia.

108 intermediarios glicosil de la enzima efectivos -~
en las reacciones de transferencia se forman solamen
te de la parte no reductora de los oligosacdridos, -
debido a que no se obtuvo evidencia por condensacidn
de dos moléculas de oligosscdridos.

La enzima no cotalize la degradacidén de xilobiosa ¥y

. aril xilosidos en una velocidad apreciable.

El sitio de enlace de beta-D-xilanasa de Aspergilius
niger estd compuesto por siete subsltios.
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Los métodos modernos de fraccionasmiento utilizados
hoy en dfa para mislar enzimas especificas, hacen posi—-
ble- usar tales enzimas em el aislamiento e investigacidén
estructural de polisacdridos de plantas. Las xilanas son
los polisacdridos hemiceluldsicos principales que ocurren
en materialea de desecho lignocelulésicos como paja de -
lae gramineas, bagazo, céscaras, residuo Qe explotacién
forestal, semillas de girasol y reiduoﬁ de aperrin, ver

otros pdgins 78.

Las xilanasas son enzimas capaces de desdoblar este
tipo de enlaces (1,4)~B-D=xilanopiranosil. Las xilanasas
asociadas con la accidn sinergética de otras enzimas ———
principalmente celulasas; son las enzimas responsables -
para la biodegradacidn de materiales lignocelulésicos. —
El uso de xilanasas homogeneas son herramientas altamente
especificas para elucidar la estructurs de las xilanas,
asf como en la organizacién de las paredes celulares in-

tactas de 1z planta.

Las xilanasas en el Japén son de gran valor prdcti-
co en la industria ya que son utilizadas para obtener xi
losa a partir de las xilsnas (productos de la agricultu-
ra; bagzazo de arroz, eemillas de giraeol residuos de asg
rrin, residucs de la explotacién forestal; etc,) y de ==
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aquf xilitol; por hidrélisis enzimética.

Las xilanasas Gltimamente son de intéres coneidera-
ble por los nutriologos, bioouimicos en alimentos y médi
cos, EBEstudios nutricionales han mostrado gue mucha de la
hemicelulosa ingerida no es recuperada de las heces, pre
sumiblemente debido za la fermentacién de estas sustzncias
por bacterias gue colonizan el coldén husano. La investi-
gacidén de los Bacteroides ovatus, Bacteroides eggerthii
Y Bacteroideg fraegilig; especies de bacterias que habitan
el coldén humano y que ademés utilizan a .la xilana como =
fnica fuente de carbohidrato, han dado razdn pura cue las

xilanasas, enzimas producidas por estas especies de bace

teroides sea motivo de estudio en la salud humana. (47)

El conocimiento de las propiedades cztalfticas de -
las xilanasas son también de gran importancia en el alma
cenamiento de las maderas. En 2fios recientes he habido -
un marcado intéres en la produccién de protefnas, de le-
vaduras en sustratos sacdridos presentes en los desechos
industriales de la madera, la produccién de la biom=2sa -
estd{ basmda en la capacidud de las levaduras para utili-
zar oligosacéridos liberados de la madera durante la nro
duccidn de celulosa, papel y fibras de celulosa. La con-
versidn de polisacdridos de las plantss a proteinas es =
realizada mejor con cepas de leévaduras capaces de la uti

lizacidn directa de nolisacsiridos sin sacarificacién -==
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previa. For esta razén centramos nuestra atencidén en 1la
ocurrencia de actividades enziméticas aue degradan xiln-

na y hemicelulosa.
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CONCLUSIONES

Lés xilanesas son enzimas hidrolfiticas (1,3)=B=De=-
xilanxilanohidrolasas capaces de hidrolizar (1,3)—B—D—xi

lanos, EC 3.2.1.72, o D-xilosa y D-xilooligosacdridos; -

endo-(1, 3)~B~D-xilanasas, EC 3.2.1.32, y/0 (1,4)=BaDexi-
lopiranosil de las (1,4 )=B-D-xilanas que pueden Ser —=we
(1,4)=-B-D-xilanxilaenohidrolasas. 3.2.l.8.endo xilanasas

¥ 3.2.1.37 a las (1,4)-B-D-xilanxilanohidrolasas, exo xi

lanasas.

Estas xilanasss se han encontradc en bacterias de -

ambiente marino y terrestre, en hongos sdprofitos, fito-

patégenos y micorriza, bacterias del rumen, protozoarios,
insectos, caracoles, crusticeos, algas marinas y semillas
germinadas. De entre la de origen microbiano han sido mids
estudiadas las producidas por las cepas de: Bacillus sub-
tilis, Strentomyces xilopKagus, Streptomyces sp., Asper-

gillus niger, Aspergillus niger van Tieghem, Ceratocystis

parsdoxa y Cryotococcus albidus.

Los sustratos mds comunmente usados: arabinoxilana,

arabinoglucurunixilena, glucuronoxilana y xilanas. Las -
técnicas de separacién y purificzcidén de estzs enzimas
son: Cromatograffa de intercambio iénico, Cromatografia

poxr permeabilidad en gel, enfogue isoélectrico, zona de
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electroforesip, afinidasd por los enlaces de D-xilena y -~
Cristalizacién, Sus propiedades fisicoquimicas estudiadas
son: pH, pI, temperatura éptima, temperatura estable, pe
s08 moleculares, Km e inhibidores. De estas ‘enzimas; Las

xilanasae podemos decir presentan sctividad en un rango

muy amplio de pH, de 3 a 10; tienden a ser termoestables
a temperaturas bastante altasa como 1ls xilanesa de Cerato-—-
cystis_paradoxa; sus pesos moleculares fluctdan entre los
16,000 a 38,000, determinados por diferentes métodos y -
son inhibidas por reactivos sulfihidrilo, metales ibnicos
como ng, agt, Cu?+, !92+; glicerol, (1,2)-etanodiol, va
rios azlcares y Iodo. Su composicién en aminodcidos ya -
fue determinada y comparadsa con su peso molecular. El mo
do de accién de las beta xilasnasa muestra fuerte simili-
tudes al modo de accidén de la ligsosima y las alfa amilae-
sas; siendo del tipo de las endo enzimas, son enzimas —-—
constitutivas e inducidas y tienen. un gran uso en la bio
conversiédn industriel de los productos agricolas y en la

quimica orgénica.
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