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Resumen

. RESUMEN

En este trabajo se muestran los resultados del crecimiento y produccion de la
actividad xilanolitica de Aspergilius sp FP-470 en diferentes fuentes de xilanos; asi
como la purificacion y caracterizacion bioquimica de una de las xilanasas de este

microorganisma y su aplicacién en panificacion.

La cepa de Aspergilus sp FP-470 se cultivé en matraces de 500 mi en las
diferentes fuentes de xilanos: xilanos de abedul, xilanos de avena. hemicelulosa.
olote de maiz y salvado de trigo; la mayor actividad xilanolitica ia produjo en olote
de maiz. En todas las fuentes, el hongo secretd una xilanasa de 22 kDa. Ademas
de esta, en olote se detectaron otras dos xilanasas de 36 y 60 kDa; asi como la

presencia de otras enzimas como amilasas, celutasas y pectinasas.

Posteriormente, Aspergilius sp FP-470 se crecié en un bioreactor de 14 L en olote
de maiz al 1%. En estas condiciones, el microorganismo presentd un crecimiento
mayor del 28%, con respecto a su crecimiento en matraces de 500 mi; produjo el
doble de la actividad xilanolitica y presenté el mismo perfii de xilanasas (22, 36 y 60
kDa). A partir de este filtrado se purifico la xilanasa de 22 kDa, alrededor de 30
veces. utilizando solamente dos pasos cromatograficos. En el primer paso se utilizo
una columna Resource “Q". Mientras que en el segundo pasc una resina de

Carboximetil-Sepharosa.

La enzima de 22 kDa (xil22) presenté un pl de 8.9. Su pH y temperatura dptimos
fueron de 5.5 y 60°C, respectivamente y fue estable en un rango de pH entre 5y 10
durante 24 h a 25°C; mientras que a 4°C fue menos estable, sobre todo a pH's
acidos. Su estabilidad térmica aumentd en presencia de xilanos de abedul, glicerol
y sorbitol al 10%. Su tiempo de vida media fue de 7.5 min a 60°C y de 210 min a
50°C. Xil22 presentd una energia de activacion (Ea) de 60.80 kJ/mol. Los iones

metalicos como el Zn?®, Cu®® Co®® y Fe®*® inhibieron a la enzima a una

1
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concentracién de 10 mM y su efecto fue mas marcado a 20 mM. Su actividad
disminuyd en presencia de xilosa, glucosa, arabinosa y galactosa. La Km y Vmax
para el 4-O-metilglucuronoxilanoc fueron de 1.9 mg/mi 44 pmoles/min-mg de
proteina, respectivamente. Para los xilanos de abedul fueron de 3.8 mg/iml y de 62
umoles/min-mg de proteina. La xilanasa present6 un modo de accién endo y liberd

arabinosa.

Para las pruebas de panificacion se utilizaron el filtrado extracelular completo y la
xilanasa purificada a dosis de 25 ppm a 200 ppm, las cuales se aplicaron a las
masas de panificacion. Con ambas muestras se logré incrementar el volumen del
pan. El méaximo incremento fue de 32% en relacion al control (pan sin enzima) y fue
producide con xii22 a una dosis de 25 ppm. En tanto, que los incrementos de
volumen con el filtrado completo fueron de un 14%, en promedio. El maximo
incremento con xii22 fue practicamente el mismo para los panes elaborados con
dos preparaciones enzimaticas comerciales, pero 1a dosis de estas ultimas fue 8

veces mayor (200 ppm).
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2. INTRODUCCION

La hemicelulosa es el compuesto organico mas abundante en la pared celular de
las plantas, después de la celulosa. Constituye un recurso natural renovable. Esta
compuesta por xilanos, arabanos. galactanos, glucanos y mananos. Los xilanos son
los que se encuentran en una mayor proporcién en las maderas duras y en los
cereales {de Vries, 1999). Las enzimas que degradan a los xilanos reciben el
nombre de xilanasas y estan constituidas por varias actividades enzimaticas, entre
las que- destacan las endoxilanasas, p-xilosidasas, «-arabinosidasas. a-
glucuronidasas y'ésterasas (Gomes et al. 1994). Las fuentes de estas enzimas
generalmente son microbianas, entre las que destacan los hongos filamentosos
como el género Aspergillus que produce sistemas xilanoliticos complejos (Peij,
1999).

Las xilanasas tienen un gran potencial para aplicarse en la industria de 1a pulpa y el
papel, en la textil y en la industria de los alimentos (Couglan y Hazlewood, 1993).
La primera aplicacion comercial de las xilanasas fue en la industria papelera y ha
sido considerada como una de las aplicaciones biotecnologicas mas importantes. El
uso de las xilanasas fungicas permitid disminuir los compuestos clorados que se
utilizan durante el blanqueo y le confirieron al papel una mejor calidad y brillantez

que la lograda con tratamientos quimicos tradicionales (Viikari, 1998).

Por otro lado, en la industria de la panificacion el uso de las xilanasas cobra mayor
importancia cada dia. La hidrolisis de los xilanos de la harina da como resultado la
madificacion de las propiedades fisicoquimicas de la masa y el mejoramiento de la
calidad de! pan (Maat et al. 1992; Monfort et al 1996, Monfort ef al. 1997).
! mercadc preparaciones enzimaticas gue se
comercializan como aditivos para la panificacién que ademas de contener xilanasas

contiener otras enzimas como celulasas, amilasas, pectinasas, lipasas, etc. E£sto



Introduccion

hace que se obtengan mejores rendimientos; sobre todo cuando se utilizan harinas

de baja calidad panadera (Morales, 1999).

Cabe mencionar que para cada uso de las xilanasas se requieren de ciertas
propiedades, como: la especificidad por el sustrato, la estabilidad a la temperatura y
pH; asi como de la capacidad de hidrolizar a los xilanos, entre otras. Por |o que uno
de los objetivos de estudio en el campo de las xilanasas ha sido la busqueda de
enzimas que sean estables en condiciones extremas, en sistemas heterogéneos
como las masas de panificacion y que hidrolicen sustratos de origen agroindustrial.

etc.
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3. GENERALIDADES

3.1 Xilanos. interacciones, estructura y propiedades.

La hemicelulosa es una familia de polisacaridos no amildceos que se encuentran en
la pared celular de los vegetales. Esta constituida por xilanos, arabanos, mananos y
galactanos. Los xilanos se encuentran generalmente en la pared secundaria. donde
tienen funciones estructurales pues confieren rigidez y flexibilidad a los tejidos.
También estan presentes en algunas paredes primarias donde participan en
funciones asociadas al crecimiento. En las paredes de semillas y bulbos sirven

como material de reserva (Biely et al. 1992).

Los xilanos interactan con otros componentes estructurales, en particular, con las
microfibrillas de celulosa, con pectina, con rhamnogalactanos y en la mayoria de los
casos con lignina. Estas interacciones pueden ser covalentes 0 mediante puentes
de hidrogeno, lo que hace que los tejidos presenten una gran resistencia mecanica

y biologica. (Figura 1).

Figura 1. Interaccion de xilanos con otros componentes de la pared ceiutar.

>r:{ .xiloglucano @ -zona de ' gg . rhamnogalacturano microfibrillas
-~ - union dei APG con cadenas de : - de celuiosa

arabinogalactanos

Fuente: Parénicova, 1999.
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Los xilanos estan constituidos por cadenas de xilosa unidas por enlaces ({1—4).
Esta estructura presenta diferentes ramificaciones laterales, como la arabinosa que
se encuentra unida ya sea en forma sencilla, por enlaces a(1-2) y «(1 3), como
una pequefia cadena junto con una xilosa unida por un eniace B(1—2) 6 una
galactosa en posicién B(1—5); esta ultima también puede estar unida a la xilosa
mediante un enlace p(1—4). También puede presentar grupos acetilos unidos en la
posicion del carbono 2 6 3 por uniones «. E! acido glucurénico y su éter, el 4-O-
metilo, estan unidos mediante un enlace a(1-2} y por Uitimo, los residuos de los

acidos ferulico y p-cumarico que se encuentran unidos a la arabinosa en el carbono

5 por un enlace éster (Joseleau, 1992; de Vries, 1999; Peij, 1999).

Figura 2. Representacion esquemética de la estructura de los xilanos.

Ja-4-O-Me-GicA

<H
DaArad r T-Araf
m
“OH

iciones de jus aiomos de carbono de 1a xilosa, donde se encuentran fas

)
7]
'gl
]

)

Fuente: Adaptado de Bastawde, 1992; Coughlan y Hazlewood, 1993; Sunna y Antranikian, 1897; de
Vries, 1999,



Generalidades

Con base a la naturaleza de los sustituyentes de los xilanos se han considerado
cuatro familias: los arabinoxilanos sustituidos por a-arabinosa; los glucuronoxilanos
sustituidos por el acide a-D-glucurdnico, los glucuronoarabinoxilanos, en los cuales
la g-D-arabinosa y el acido o-D-glucurdnico estan presentes y por ultimo los
galactogiucuronoarabinoxitanos caracterizados por la presencia de a-arabinosa,

acido glucurénico y residuos de B-D-galactopiranosil (Joseleau et al. 1992).

La presencia del tipo de xilanos varia de acuerdo al origen botanico de la planta, a
su edad. a su estado de desarrolio y a su localizacion. En las maderas duras, por
ejemplo, existe una mayor proporcién de xilanos llamados glucuronoxilanos (acetif-
4-O-metilglucuronoxitanos) formados por 70 residuos de xilosa y por cada 10
residuos presentan una ramificacion terminal de acido 4-O-metilglucurénico en ia
posicién de! carbono 2 de la xilosa. En algunas maderas duras se han encontrado

residuos de ramnosa y acido galacturénico (Sunna y Antranikian, 1997).

Los xilanos de maderas suaves estan constituidos de glucuronoarabinoxilanos,
también conocidos como arabino-4-O-metilglucuronoxilanos. Contienen acido 4-O-
metilglucurdnico unido en la posicion de C2 del residuo de xilosa. A diferencia de
los xilanos de maderas duras, estos no contiene grupos acetilo y en su lugar
presentan grupos de L-arabinofuranosa unidos en la posicion 3 de la xilosa,
mediante un enlace «(1—3), ademas de ser mas cortos y menos ramificados

(Sunna y Antranikian, 1997).

El tipo de xilanos que predomina en plantas no lefiosas son arabinoxilanos, en
cereales, por ejemplo, son el mayor componente de la porcion no amilacea,
Contienen acido glucurénico, grupos acetilo y una alta cantidad de compuestos
fendlicos (Voragen et al 1992; tabla 1).

E! estudio de las propiedades quimicas de los xilanos ha mostrado que en solucion
no reducen al reactivo de Fehling. Los xilanos acetilados son solubles en agua y

pueden ser extraidos en ésta, son facilmente hidrolizados por acidos y son mas

7
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susceptibies a la degradacion microbiana (Bastawde, 1992). Pero, tanto fos grupos
acetilos como el 4-O-metil-glucuronoxilano  dificultan el acceso de las
endoxilanasas, lo que ocasiona una hidrolisis incompleta (Puls et al. 1990). Los
xilanos desacetilados son insolubles en agua y solubles en soluciones alcalinas;

ademas de ser menos susceptibles a la degradacion enzimatica.

Tabla 1. Porcentaje de polisacaridos de la pared celular en diferentes cereales

(% Base Seca).

Polisacéarido Trgo Cebada Centeno Sorgo Arroz
Harina Paja Todo el grane | Todo ef grano | Todo el | Endospermo Paja
menos el grang
hollejo
Arabinogalactanos 0.3 0.2 0.6 0.1 0.1 - --
Arabinoxitanos 1.9 30 3-4 7698 28 0.15 19.2
insolubles® (76%) | (80%)° (86%)° . (70%)° (90%) - -
a
Compuestos
fendlicos + + + ¥ ++ + .
Acido glucurénico - + trazas - ++ ++ ++
Grupos acetilos - trazas + - ++ - -

T porcentaje de la fraccién insoluble.
Fuente: Voragen et al. 1992.

Los xilanos son altamente hidrofilicos y absorben hasta 10 veces su pesc en agua,
por lo que desempefian un papel muy importante en el procesamiento de los
cereales y en las propiedades de productos que contiene un alto porcentaje de
estos polisacarides. Por ejemplo, en la elabaracion de pan con harinas de alto
contenido de xilanos se ven afectadas las propiedades reoldgicas de la masa, como
la maleabilidad y la elasticidad, ya que los xilanos al absorber el agua impiden la
hidratacién completa del gluten e interfieren en la agregacion de las moléculas de

glutenina y provocan que se obtengan panes compactos que ademas se endurecen
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mas rapidamente (Roels et a/. 1993; Fernandéz-Espinar et a/. 1996; Monfort et al.
1996).

Lo mismo sucede durante la elaboracion de productos fermentados, donde se
utilizan granos de cereales, como cebada, cascarilla de arroz, salvado de trigo, etc.
Su alto contenido de xilanos dificulta la accesibilidad de los microorganismos al
almiddn y a los azucares de facil fermentacion, por lo que el proceso se retarday se
obtienen malos rendimientos. Los xilanos tampoco son deseables en algunas
bebidas, como en la cerveza y en los vinos, ya que estan asociados a la mala
filtracion del mosto y a la formacion de turbiedad, lo que le resta calidad al producto
final (Voragen et a/. 1992; Picé et al. 1999).

En la industria del papel, los xilanos también presentan un efecto negativo, ya que
al encontrarse fuertemente asociados a la lignina dificuitan su eliminacion en el
blanqueo de la pulpa, lo que ocasiona que el producto no se obtenga con la
blancura adecuada, por lo que se recurre al tratamiento quimico usando grandes

cantidades de compuestos que se desechan y contaminan et ambiente.

Por los problemas que estos polisacaridos causan surgi¢ la necesidad de modificar
sus propiedades, mediante tratamientos que resuiten inocuos al ambiente y al ser

humano, una de las alternativas es por medio de la hidrolisis enzimatica.

Las enzimas que degradan a los xilanos son las xilanasas y debido a ila
heterogeneidad del sustrato forman un sistema enzimatico complejo constituido por:
exoxilanasa, endoxilanasas, p-xilosidasa, a-l.-arabinofuranosidasa, a-glucuronidasa

y esterasas. (Figura 3).
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Figura 3. Actividades enziméticas del sistema xilanolitico.

D Endop1 4D Xlarasa B, Glucoronidasa

1t Bop( ) D-Xilanasa ~*  Acetibdlan Esterasa
» B-Xilosidasa -» Addo Ferdicoy

m) o-L-Arsbinofuranosidasa - p-Coumérico Esterasas

Fuente: Sunna y Antranikian, 1997; Biely et al. 1992; Peij, 1999.

» Exo-B-{1—4)-D-Xilanasa [p-{1—4)-D-Xilan Xilohidrolasa].
Estas enzimas actlian sobre el extremo no reductor del xilano, producen xilosa a

partir de oligosacridos cortos y largos; aunque en estos Ultimos, su afinidad es

menaor.

» B-Xilosidasa [B-D-Xilésido-Xilohidrolasa] (E.C.3.2.1.37).

Esta enzima es una de las de mayor importancia, ya que hidroliza a la xilobiosa y
xilooligosacaridos que pueden ser producto de la accion de la endoxilanasa, de
manera gue ambas enzimas pueden actuar sinérgicamente en la depolimerizacion
del xilano. La B—xilosidasa produce xilosa y algunas presentan actividad de
transferasas (Poutanen y Puls, 1988; Stutzenberger y Bodine, 1998; de Vries,
1999).

10
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= a-L-Arabinofuranosidasa y arabinoxilan arabinofuranohidrolasas {c-L-
arabinofuranosido arabinofurano hidrolasa] (E. C. 3.2.1.55).

Actian sobre el extremo no reductor del grupo «-arabinofuranosil de los
heteroxilanos que contienen a-L-arabinosa, por lo que se considera una enzima de
tipo exo, hidrolizan a los «-L-arabinofurandsidos, arabinanos, arabinogalactanos y
arabinoxilanos en las posiciones (1-53) y (1-5) de la xilosa; producen arabinosa
principaimente (Saha y Bothast, 1998; Kaneko et al. 1998a y b; Renner y Breznak,
1998 Rache et al. 1994; Saha y Bothast 1998; Lounteri et al. 1995). Algunos
autores han observado sinergismo entre endoxilanasas y arabinofuranosidasas
para hidrolizar arabinoxiianos (Poutanen, 1988; Roche ef al 1994 Kaneko et al.
1998a y b). Las «-L-arabinofuranosidasas han sido asociados con enzimas de

hongos patagenos y con sistemas pectinoliticos (Poutanen, 1988).

» a-Gluguronidasa (E. C. 3.2.1).
Las glucuronosidasas rompen uniones a(1-—2) del &acido glucurdnico y xilosa
produciendo acido 4-O-metilglucurdnico. Este tipo de actividad se presenta en 4-0-

metilglucuronoxilanos con un grado de polimerizacion (GP) de mas de 2.

» Acetilxilan Esterasa (E. C. 3.1.1.6).

Estas enzimas se reportaron por primera vez en 1985, ya que anteriormente no se
contaba con el sustrato sintético para detectar este tipo de actividad (Biely et al.
1985a). La acetilxilan esterasa remueve grupos O-acetilos que se encuentran
unidos al residuo de xilosa en posicién del carbono dos (C2) y en carbono tres(C3)
en acetilxilanos. Esta actividad produce acida acetico. £n algunos microorganismos
actia sinérgicamente con endoxilanasa, ya que se ha observado que una vez que
esta enzima actla, ia susceptibilidad del xilano a ser atacado por endoxilanasas
aumenta y se producen xilooligémeros desacetilados, xilosa y acido acético
(Poutanen y Sudberg, 1988; Eganfa et a/. 1996, Degrassi ef al. 1998).
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» Acido Ferulico (E. C. 3.1.1.) y p-Cumarico Esterasas.

La enzima acido ferulico esterasa rompe uniones éster que hay entre arabinosa y
acido ferulico. De la misma manera, {a acido p-cumarico esterasa actua rompiendo
el enlace éster que existe entre la arabinosa y el acido p-cumarico. Los productos
de hidrolisis son entonces el acido ferilico y el p-cumarico, respectivamente
(Tenkanen et al. 1991; Donaghy y Mckay, 1997 Koseki et al. 1998).

» Endo xilanasas {B{1-4)-D-Xila Xilano Hidrolasa] (E.C.3.2.1.8).

Estas enzimas hidrolizan los enlaces glicosidicos p(1-4) del esqueleto de xilosa y
producen grandes cantidades de xilooligosacaridos, lo que resulta en una
disminucién del grado de polimerizacion del sustrato. Estas enzimas no atacan al
azar ya que el lugar del rompimiento esta determinado por el tamano del sustrato y

por la presencia de sustituyentes.

3.2 Clasificacion de las endoxilanasas

Bastawde (1992) dividid a las endoxilanasas en cuatro grupos de acuerdo a ios

productos de hidrdlisis que liberan:

a) No desramificantes (no fiperadoras de arabinosa). Este tipo de endoxilanasas no
rompen en puntcs de ramificacion p-(1—4), donde se une arabinosa. Producen
solamente xilobiosa y xilosa.

by No desramificantes (no liberadoras de arabinosa). No rompen las ramificaciones
en los puntos a—(1-2) y a(1-3). A diferencia de las anteriores producen mayor
cantidad de xilooligosacaridos mas grandes que la xilobiosa y no actdan sobre
xilotriosa y xilobiosa

¢y Desramificantes (liberadoras de arabinosa). Rompen la cadena del polimero en
puntos de ramificacidn y producen xilobiosa, xilosa y arabinosa en mayor

cantidad.

12
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d) Desramificantes (liberadoras de arabinosa). A diferencia de las antericres

producen xilooligosacaridos de tamario intermedio y arabinosa.
Por otro lado, Wong ef al (1988) encontraron una relacidn interesante de
endoxilanasas con algunas de sus propiedades fisicoquimicas, concretamente
entre su peso molecular y su punto isoeléctrico. Dividieron a las endoxilanasas en
dos grupos: el primero comprende aquellas de peso molecular menor de los 30 kDa
con un pl alcalino (en un rango de pH de 8.5 a 10) y e segundo grupo corresponde
a endoxilanasas con un pesc molecular mayor de 45 kDa y pl acido (en un rango
de45a7.0).

Otra forma de agrupar a las endoxilanasas se basa en la secuencia y numero de
aminoacidos que presentan en su dominio catalitico. La familia F (que
corresponden a la familia 10 de las glicosidasas) abarca enzimas de bajo peso
molecular de 185 a 234 residuos de aminoacidos, y la familia G (11 de las
glicosidasas) son endoxilanasas de alto peso molecular, con 269 a 809 residuos de
aminoacidos (Gilkes et al 1991). Se ha observado que enzimas de una misma
familia presentan semejanzas en su forma de hidrolizar a los xilanos. Las de la
famitia F tienen una mayor versatilidad catalitica, lo que sugiere que tienen sitios de
unién mas pequefios y presentan una mayor afinidad por p(1—4) xilooligosacaridos

lineales de cadena corta que enzimas de la familia G (Biely et al. 1997).

En afos recientes se ha dado un importante progreso en el estudio de la
arquitectura molecular de estas enzimas, lo que ha ayudado a aclarar sus
mecanismos de hidrdlisis y ha entender con mas detaile sus propiedades
cataliticas. Algunas endoxilanasas se han purificado, cristalizado y analizado por
cristalografia de Rayos-X y mediante mutagénesis de un sitio especifico se ha
logrado determinar qué aminoacidos participan en la catalisis hidrolitica de xilanos
(Bedarkar et al 1992; Gilbert y Hazlewood, 1993, Harris et al. 1997, Térrénen y
Rouvinen, 1997). Tal es el caso de una B(1—4)-endoxilanasa de Aspergilus niger
que presentd una estructura tridimensional de dos hojas beta y en el centro cuatro
acidos glutamicos, lo cual ayudd a explicar molecularmente ;por qué? esta enzima

presentaba un pH éptimo acido (Krengel y Dikstra, 1996).
13
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3.3 Presencia de las xilanasas

Las xilanasas se encuentran ampliamente distribuidas en la naturaleza. Su principal
funcion es la degradacion del materia! hemicelulolisico y participar asi en el ciclo del
carbono (He et al 1993). Estas enzimas se han presentado en organismaos como:
bacterias, levaduras, hongos, algas marinas, protozoarios, caracoles, crustaceos,

insectos y en semillas de plantas (Sunna y Antranikian, 1997).

La presencia de xilanasas en microorganismos es de vital importancia,
generalmente, sirven para aprovechar compuestos de la materia organica muena,
fendmenc conocido como saprofitismo (Sanchez, 1960). También se han
encontrado durante procesos de patogénesis, donde son secretadas junto con otras
hidrolasas para degradar la pared celular de vegetales, como frutas y hortalizas.
Todas estas enzimas producen ablandamiento, maceracion de los tejidos con ia
consecuentemente podredumbre. Recientemente se ha encontrado que la
interaccion de xilanasas microbianas con tejidos de plantas induce la biosintesis del
etileno, el cual es un iniciador de los mecanismos de defensa en vegetales; lo que
puede significar que estas enzimas regulan estadios de desarrollo en plantas (Biely
et al 1992).

En organismos mas complejos, como caracoles, crustdceos e insectos; las
xilanasas proporcionan energia. En los rumiantes, la presencia de microflora
productora de xilanasas ayuda a un mejor aprovechamiento del forraje, el cual es
rico en xilanos (Whitehead y Lee, 1991). Por su parte, las semilias producen
xilanasas para hidrolizar la pared celular del pericarpio durante el proceso de
germinacion; los productos de tal hidrdlisis también les sirve como una fuente
alimenticia en este estadio.

14
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3.3.1 Microorganismos que producen xilanasas

Existe asi, una gran variedad de microorganismos gue producen xilanasas. Las
bacterias son de los mas importantes, entre las que encontramos a: Streptomyces
lividans (Biely et af. 1997), Bacillus subtilis ATCC 12711 (Poutanen et al. 1987),
Bacillus stearotermophilus T-6 (Fishman et al. 1995), Streptomyces cyneus (Wang,
1993) y Cellulomonas fimi (Bedarkar et al. 1992), los cuales son organismos que
habitan en el suelo. También se han encontrado en bacterias que habitan en el mar
como Alcaligenes sp. XY234 (Araki et al. 1998) y en bacterias anaerobias, como
Clostridium sp (De Blois y Wiegel, 1995) y Bifidobacterium adolescentis que se
encuentran en el intestino del hombre (Van Laere et al. 1997) y en bacterias que
habitan en el intestino de insectos herbivoros como Aeromonas caviae ME-1y en la
microflora de rumiantes Ruminococcus, Butynvibrio (Rodriguez, 1994), Fibrobacter

succionogenes {Hu, 1991) y Bacteriodes ruminocola (Whitehead y Lee, 1991).

Las xilanasas también son producidas por levaduras. Los géneros mas estudiados
han sido: Trichosporum, Aureobasidium, Sacharomonospora y Criptococcus
(Rodriguez, 1994, Biely et a/. 1981, Leathers et al. 1984).

Otro grupo de microorganismos importantes productores de xilanasas son los
hongos filamentosos, los cuales degradan compuestos complejos como: celulosa,
almidén, hemicelulosa, pectina, etc.; o que hace que tengan una gran importancia
en el reciclaje del carbono en la naturaleza. Este estilo de vida saprdfito ha sido
explotado por el hombre para producir enzimas de interés industrial y las xilanasas
no han sido la excepcion. Los géneros mas estudiados son: Penicillium (Milagres y
Prade, 1994; Gaspar et al. 1997), Trichoderma (Sunna y Antranikian, 1997; Wong y
Sadler, 1992), Humicola (Chrysosponium) (Nandita, 1992), Sclerotium (Sachslehner
et al. 1998) y Aspergillus (Fournier et al 1985; Gouka et al. 1997). El género
Trichoderma juntoe con Aspergillus son los de mayor interés; algunas especies de
esto producen hasta cinco diferentes xilanasas con altos niveles de actividad
xilanolitica {Royer y Nakas, 1989; Ken et al. 1992).
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3.3.2 Xilanasas en Aspergilli

El género Aspergifius pertenece a la divisién Deuteromyceta también llamada grupo
de los hongos imperfectos. Se llaman asi porque aparentemente carecen de ciclo
sexual (A. niger, A. oryzae, entre ofras), mientras que otros, como. Aspergilius
nidulans se han clasificado dentro de la divisién Ascomycota porque presentan ciclo
sexual (Delgado, 1997; Parénicova, 1899). Muchas especies de este género se han
utifizado en fa investigacién bioquimica y genética debido a su versatilidad para
crecer en diferentes condiciones ambientales y por su facil conservacion en el

laboratorio.

Los Aspergilli han sido usados en la industria para la produccion de metabolitos
(acidos organicos, vitaminas, acidos grasos y aminoacidos) y enzimas que son
usadas en procesos de bioconversién. Desde 1917, Aspergillus niger se ha usado
para la produccion de acido citrico, el cual es un aditivo aceptado mundiaimente
con un amplio rango de aplicaciones en la industria alimentaria, farmacedtica y
cosmética, entre otras. A. nigery A. oryzae son los mas importantes productores de
enzimas. E| primero se ha explotado ampliamente en el area de los alimentos
(panificacién e industrializacion del almidén) y bebidas (vinos, jugos, cervezas y
destitados); mientras que A. oryzae se ha usado en la obtencion de salsas
orientales, como salsa de soya y miso. Como ambas especies se han usado por
muchos arios, la mayoria de sus productos han obtenido el estatus GRAS
(Generally Regarded As Safe; Parénicova, 1999).

Por la gran importancia biotecnologica y econémica de este género, su estudio en
el campo de las xilanasas se ha enfocado a la produccion y caracterizacion de
cepas productoras, a la optimizacion de medios de cultivo que emplean fuentes de
xilanos convencionales, como xilanos de abedul, avena, de arbol de haya, etc., y en
fuentes de xilanos de origen agroindustrial: cascarilla de arroz, salvado de trigo,
bagazo de cafia, olote de maiz, desechos de papel, etc.; donde se han obtenido
altos niveles de xilanasas (Royer y Nakas, 1989, Biswas et al 1990, Riou et al.
1991: Bailey y Poutanen, 1989; Kadowaki et a/. 1997; Gouka et al. 1997, Schmidt y
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Schmidt, 1979; Leathers et al 1984; Biswas et al 1984; de Graaf et al 1994, Gomes
et al 1994).

Por otro lado, se ha estudiado sobre tas condiciones dptimas de produccidn de
xilanasas y se ha encontrado que muchas cepas de Aspergillus producen mayor
actividad xilanolitica entre 30 y 37°C; aunque pueden crecer a temperaturas mas
altas y producir una importante actividad, tal es el caso de Aspergilius sp FP-470
que se crecid a 45°C y produjo una actividad xilanolitica mayor que a 37°C
(Mendicuti et al 1997). Asi mismo, el pH es otra condicidn de crecimiento que
influye en la produccion de xilanasas y generalmente, Aspergillus presentan mayor

actividad apHs de 5a6.

Como ya se menciond anteriormente, este género tiene la capacidad de producir
varias endoxilanasas; asi, la cepa de Aspergillus niger presentd cinco xilanasas
cuando se crecid en xilanos de avena a 37°C; dos de las cuales resultaron ser
isoenzimas con pesos moleculares muy cercanos y pls de 8.6 y 9.0 (Frederick et al.
1985: Shei et al 1985). De Ia misma manera, Aspergillus nidulans produjo dos
endoxilanasas de 22 y 36 kDa en xilanos de avena a una temperatura de 37°C

(Fermandez-Espinar et al 1992).

3.3.3 Muitiplicidad de xilanasas en microorganismos

¢ Por qué los microorganismos producen multiples endoxilanasas?- Esta pregunta
ha sido planteada por muchos grupos de investigacion, para lo cual han propuesto
varias explicaciones. Una de éstas, es que, al parecer consiste es una estrategia de
los microorganismos para hidrolizar a los xilanos de forma eficiente debido a que es
un sustrato heterogéneo, por 10 que es necesario la accion de varias enzimas y las
endoxilanasas son de las mas importantes. Otra explicacion es que los
microorganismos al producir varias endoxilanasas aprovechan mejor los xilanos, lo

que les permite competir con otros organismos (Thakur ef al. 1992). Por otro lado,
17
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se ha encontrado que el sistema xilanolitico actia de tal manera que el producto de
una enzima puede servir como sustrato, inductor y/o represor para otras y que no
todas las endoxilanasas se producen en la misma proporcion, ya que para su

funcion se necesitan en cantidades especificas (Wong et a/. 1988).

También se han preguntado si las endoxilanasas provienen de un mismo gen y/o
de diferentes genes; los resultados encontrados van en los dos sentidos, ya que en
algunos casos como en Aspergillus niger son producidas por diferentes genes
(Vries, 199; Gielkens, 1999; 1999) y en otros son producto de un mismo gen y
sufren modificaciones postraduccionales como glicasilacién y protedlisis, lo que da
como resultado que las endoxilanasas tengan diferentes caracteristicas al ser

secretadas (Wong et al 1988).

En la tabla 2 se muestran las propiedades de algunas p(1—4)-endoxilanasas que se
han purificado. Los valores de pl abarcan desde 4.0 hasta 11.5, mientras gue los
pesos moleculares se encuentran en un rango de 13.2 hasta 250 kDa (Sunna y
Antranikian, 1997). El pH éptimo se encuentraentre 2y 11y su temperatura optima
de 30 a 80°C (Bastawde, 1992). La estabilidad a pH abarca desde 3 hasta 10 y de
40 a 70°C ia estabilidad a temperatura, mientras que su maxima actividad se
encuentran en un rango de 4.5 a 7 y la temperatura optima entre 40-70°C. La
mayaria de endoxilanasas del género Aspergillus son de bajo peso molecular.

3.4 Induccién de las xilanasas

Si bien en muchos microorganismos las xilanasas son inducidas por la presencia de
xilanos, en algunas bacterias, levaduras y hongos se producen de manera
constitutiva, como en Aerobasidium pullulans que en ausencia de xilanos produjo
una actividad xilanolitica importante y en Trichoderma longibrachiatum que
presentd cantidades pequefias de xilanasas cuando se crecio en presencia de

glucosa (Bastawde, 1992; Leathers et al 1984; Royer y Nakas, 1989).
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Tabla 2. Propiedades fisicoquimicas de -1,4-endo-xilanasas de diferentes microorganismos.

Microorganismo T.de. |Xilana | Peso Temp. pH sustrato { Producto de | Modo Km Vmax | Inhibidores Referencia
crecim. sa Molec | pl Optima | &ptimo hidrélisis de mg/ml | pmoles
°C kDa °C accion min*mg
Aspergillus niger - [ 21 | 67 55 5 x. avena | X2 X1,GP3,| - - - Hg"’ Fournier ef &l
4 1985
. - Il 13 8.8 45 6 - GP35,24 - - - Hg'", Cu’ Sher et &f 1985
B
< - ] 43 | 90 45 55 . GP3,5346| - - . Hg'?, Cu+ | Frederick ef &f.
1985,
- -] v 14 a5 | a5 | 49 " GP53.246| - - - |Hg' | Fredenck et al.
o o _ ) ‘ Cu', Mn'* | 1985,
“ - Y 28 |365| 42 5 " GO3,5,2,4, - . - Ha'", Ca'™ |Fournier et al.
N e ) ) ) 6 1985.
Aspergillus niger - | 50 - 4.0 - - “ A, X1, X2 |endo - - - Schmidt y
e B _ n_ | 78 65 oligosacar, Schmidt, 1979,
1 Aspergillus - - 31 - 60 6.0 X.aven x1 4.88 588 AICly 10mM | Chandra y
i ischeri Fn1 . _ o b abedu | ) ) _ | Chandra, 1596
| Aspergillus 37 - 22 6.4 62 55 x. avena | X4, X3X2 |endo |4.2 710 Hg'". Mn**, | Ferdz-Esp ot al.
nidulans X avepai | | 1993
1 Aspergillus 28 1 48 - 50 6.0 - - - 10.001 196 K', Hg"? Biswas of al. 1990.
|ochraceus | xilano | | 1 | '
' Aspergilius sp 35 Xiti 26 7.2 50 5 - - - - - - Khana et al. 1995
o lxoavena] xall | 21 47 ] 50 | 5 | : ‘
Aegromonas Xyl V 46 54 30-37 6.8 X. avena xilobiosa | exo 2en 182 Kilunga ef al.
cavige ME-1 ] x. avena . I o ) x abedul 1 1994.
Bacillus amy- - - - - - - x. abedul X2, X3 en |endo 4.5 1 0.58mm | - Breccia, 1988,
lolicuefaciens x.avenay  olfmin/m
. bagazo ‘g . ]
Bacillu sp. 35 XylA | 23 - 70 9 - - - - - Hg'” Fe'”, |Gessesse, 1998
| xilano i XyiB | 48 | - | 75 | 910 FeyPb'?
Bacillu sp. 55 - - - 90 6-7.5 - - - - - Cu'? Z2n'? | Marques, 1998
I S T T T D e _ ) Cd" Co'*
Bacillus sp. BP- - Xyl A 32 8.-3 50 55 x. abedul X4, X2 - } 10.49 14202 Fe, Ag, Zn, |Blanco et al. 1995,
23 X. fam. F | | Hg, N-
abedul | ! bromosucci
T N 1 ) ) nimide
Chastomium | 80 | 1 | 26 | - 70 3. 546 | x haya | X2, X3 X4 !endo. l 055 (588 - Ganju at al. 1989.

Sapepleiauas



——Continyacionde tablag
Chaetomium 50 i 26 - b70 54-6 |, x haya | X2, X3, X4 |endo T 055 :588 |- Ganju et al. 1989
thermophile celul 1l 7 - 60 4.8- X2 exo 001 526
micr 6.5 :
1
Humicola grises 45 xil ! 13 - 60 7.0 x. avena | xilooligosac | endo | 0.002 118 18 - Thakur of af. 1992.
var. pajade | xilil a5 - 60 55 aridos y tr 0.0033 20
thermoidea ___ | _tigo |l . . . xilosa ; ‘
Micrococcus so 32 - 56 - 55 759 | x avena - endo |- ;- cu'® Hg'" |Gessesey
JA135 b e s L 1. | ' Mamo, 1998.
| Streptomyces 28 - 48 | 9.0- 50 6 | x avena | X2, X3. X4 lendo | 40 1782 Hg'?, Cu', | Lopéz-Frdz et al
igc_hggt_qngggq_nsis Ixavenal  _\ 4 | x. abedul 03 1191 Ag' 1998.
| Streptomyces 37 xil 1 a55 | 5.1 | 72(10) 85 ! - - - - i - Wang ot al. 1993
'cyaneus | pajatig} il | 34 | 834 - 4. 1 . ; !
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= sbreviaturas: x: xilanos; X1, xilosa; X2, xilobiosa, X3, xilotriosa; X4 xilotreosa; X5, Xilopentaosa. GP, grado de polimerizacion. tr, razas.
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En la mayoria de los hongos filamentosos comc en Trichoderma y Aspergillus, las
xilanasas son inducidas por xilanos. xilooligémeros. xilobiosa y xilosa En
Aspergillus terreus. Aspergillus sydowii y Aspergillus nidufans se ha encontrado que

la D-xilosa. xilobiosa., xilotriosa y xilotetraosa son los mejores inductores.

Un grupo particular de inductores son isomeros posicionales de la B-xilobiosa.
Varias evidencias han mostrado que son mas poderosos que los compuestos
naturales a pesar de que en algunos casos No seé ha demostrado si son los
verdaderos inductores (Couglan y Hazlewood. 1893). Ejemplos de ellos son 1.4-03-
xilobiosa. 1.3-B-xilobiosa y 1.2-B-xilobiosa. Otros compuestos importantes en la
induccion de xilanasas son heterodisacaridos de D-xilosa y D-glucosa. Se ha visto
que el 2-O-p-D-glucopiranosil-D-xilosa es uno de los inductares mas poderosos en
A. terreus (Peij, 1999).

Recientemente se han hecho estudios con compuestos sintéticos. entre los que
destacan el metil B-D-xilosido que en A. niger indujo la expresién de todo el sistema
xilanalitico. mientras en A. terreus, A. sydowii MG48, A. tubingensis, A. nidufans y
A. tamarii indujo Unicamente la expresion de endoxilanasas (Sim&o, 1997, Peijj,
1999). Por lo que la induccién de xilanasas en Aspergillus es debido a xilosa, pero
existen diversos grupos de azucares que contienen en su estructura xilosa y son

capaces de inducir la expresion de estas enzimas (Peij, 1999).

3.5 Regulacién de las xilanasas

De manera general, la expresién de enzimas que degradan a polisacaridos esta
controlada por la induccién de un activador transcriocional y por represion
catabdlica. La represion catabdlica es un mecanismo de reguiacién global, en el
cual la presencia de una fuente de carbono que es rapidamente metabolizable

reprime la expresion de genes involucrados en la utilizacién de fuentes que son
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menos metabolizables. Tal es el caso de la levadura Thermoascus aurantiacus que
en xilanos de avena produjo niveles altos de xilanasas. pero en xilanos adicionados
con glucosa no se detectd actividad xilanolitica, lo que significd que la produccidn

de xilanasas se reprimié catabdlicamente (Gomes et al 1994).

De la misma manera, en el género Aspergilius la induccion de xilanasas esta
regulada por represion catabolica, ya que cuando se hace crecer en xilanos mas
una fuente de carbono. como xilosa. glucosa & lactosa. la actividad disminuye o no
se detecta. En Aspergillus. tubingensis con un gene (xinA) que codifica para una
endoxilanasa de 19 kDa se encontrd que la expresion del gene estuvo controlado a
dos niveles: directamente por la represion transcripcional del gen e indirectamente
por la represion de la expresion del activador transcripcional (de Graaf et a/. 1994,
Peij, 1999) .

3.6 Aplicaciones de las xilanasas

Ei uso de xilanasas se ha incrementado en los Uitimos 10 afios y actuaimente
representan un gran potencial para ser explotadas en diferentes procesos agricolas
que a continuacion se mencionan:

= Procesos textiles. Las xilanasas se usan para eliminar residuos de xilanos que
se encuentran adheridos a las microfibrillas de celulosa {Milagres y Prade, 1994).
Es imprescindible que las preparaciones de xilanasas se encuentren libres de
celulasas para no afectar fibras celuldsicas, tanto en la obtencion de fibras blandas
de lino como de caramo (Wong et al. 1988). Estas enzimas, también se usan en el

tratamiento de telas que requieren de un terminado especial.

> Manejo de desechos de forraje y en dietas basadas en cereales. Ei
pretratamiento de forraje y de material celulosico con xilanasas ocasiona la
hidrolisis de la pared celutar con la subsecuente liberacién ce nutrientes que se

encuentran atrapados por xilanos; esto permite una mejor absorcion de nutrientes y
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una mejoria en la consistencia. calidad nutricional y digestibilidad de alimentos para
animales de granja (van Paridon et al 1992). De la misma manera. el uso directo de
xilanasas en dietas ricas en xilanos disminuye la viscosidad de los alimentos en el
aparto digestivo, lo que permite una mejor digestién de nutrientes. Krengel y Dikstra
(1996) reportaron que el uso de una endoxilanasa de Aspergillus niger en dietas de
pollos mejord el crecimiento y redujo la cantidad de excremento. Lo cual tiene una
gran importancia econdmica que se refleja en la diminucidn de los costos debido al

mayor aprovechamiento del forraje.

» Sacarificacion del material hemicelulolitico. La obtencién de jarabes para
consumo anima! y humano ha sido otra alternativa det uso de xilanasas. que
ayudadas de otros sistemas enzimaticos. como celulasas. degradan el material
celutésico y hemicelulésico. La obtencién de monosacaridos. en este caso. de

xilosa se ha utilizado para producir etanol (Gilbert y Hazlewood, 1993).

» Biodegradacion de desechos agricolas, industriales y municipales. Las
xilanasas se usan en la bioconversion de desechos; los productos de degradacién
enzimatica son depositades en el suelo y son aprovechados por otros organismos,
con lo cual se evita su erosion y se mantiene el balance en el ciclo dei carbono de
la bidsfera (Himmel et al. 1999).

» Industria del papel. El pretratamiento de la pulpa con xilanasas mejora la
resistencia de la pulpa a la tensién. En el bianqueo ayudan a liberar la lignina (que
imparte el color oscuro} de las fibras celulésicas, por lo que se disuminuye el uso de
compuestos quimicos (Clarke et al. 1997). La aplicacién de las xilanasas en este
tipo ‘de procesos cobra cada dia mayor importancia debido a las ventajas que
representan para el ambiente (Montenecourt, 1981; Reid y Paice, 1994. Kulkarni et
al. 1999).

> Clarificacién de jugos, cervezas y vinos. Estas enzimas son usadas junto con
pectinasas y celulasas en la elaboracion de diferentes bebidas. En los jugos ayudan
a mejoran una mejor liberacion del mosto durante la maceracion de la fruta,

reducen la viscosidad y solubilizan las sustancias indeseables como restos de
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tejidos (Aguilar. 1986). En ia elaboracion de cerveza, la apiicacion de las xilanasas
se hace durante la sacarificacién para eliminar los xilanos gue ocasionan turbiedad
en el producto final {Debyser et al. 1998). En los vinos, el uso de levaduras con
xilanasas recombinantes han mejorado el aroma y aumentan la calidad del

producto terminado (Picé et al 1999, Villanueva et al. 2000).

» Panificacion. Las xilanasas se aplican junto con otras enzimas. como amilasas,
lipasas. oxidasas y pectinasas (Eerlingen et al. 1994; Eynard et al. 1995, Manfort et
al 1996 y 1999. Schroder et al. 1999; Martin y Hoseney. 1991). Las preparaciones
comerciales se conocen como mejoradores de la masa. Se ha observado, que las
xilanasas disminuyen la viscosidad de la masa y mejoran sus propiedades
reolégicas, como la maleabilidad y la elasticidad, mientras que en el pan se observa
un aumento en el volumen, una mejor textura y un retardo en el proceso de
envejecimiento (pérdida gradual de la humedad; Monfort et al. 1996). Al respecto,
Maat et a/. (1992) reportaron el efecto de diferentes xilanasas en panes elaborados
con harinas de bajo contenido de giuten y encontraron que una endoxilanasa de
Aspergillus niger var awamori de bajo peso molecular (184 a 211 aminoacidos)
presenté un efecto positivo en el volumen del pan sin efectos colaterales
indeseables. También cbservaron que no todas las endoxilanasas actuan de la
misma manera, ya que algunas de estas enzimas provocan un ablandamiento

excesivo en la masa y por tanto una compactacion del pan.

Las preparaciones enzimaticas comerciales, como ya se menciond, contienen
ademas de xilanasas, amilasas pricipalmente. La accién de ambas enzimas tiene
un efecto sinérgico. Maat et al. (1992) reportaron que al usar una a-amilasa junto
con una endoxilanasa e! volumen del pan aumenté un 17%, con respecto al control
(pan sin enzima) y un 7% con respecto a la xilanasa sola. Asi mismo, el uso de
Saccharomyces cerevisae transformada con un gen de a-amilasa no presentd un
efecto mejorador en el pan, pero al transformarla con genes de xilanasa y a-
amilasa, la calidad se mejoré con un amuneto en el volumen del 31% y un retardo

en el endurecimiento del pan.
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Pese a la gran importancia que representa la aplicacion de las xilanasas en la
pnanificacion, actualmente no se conoce con detalle como modifican la estructura y
las propiedades de los xilanos en la masa. Una explicacion es que, estas enzimas
ayudan a la coagulacién del gluten, ya que al hidrolizar a los xilanos eliminan el
impedimento estérico que es ocasionado por la unidn covalente de los xilanos con

la proteina del gluten (Sarker et al. 1998).

Otro modelo que trata de explicar el comportamiento de los xilanos en la masa,
menciona que se debe a la capacidad que tienen estos compuestos de formar
geles a temperatura ambiente en presencia de agentes oxidantes. La gelificacion
puede ser afectada por la concentracion de los xilanos, la concentracidon del
oxidante, el pH, el contenido de cenizas y la presencia de compuestos organicos.
Debido a que la gelificacién se lleva a cabo en presencia de un oxidante, el
fenémeno se denomina gelificacion oxidativa. Las sustancias involucradas en este
fenémeno son los arabinoxilanos que contienen acido ferulico. La gelificacion
ocurre debido a dos razones, por la dimerizacion del acido ferulico mediante una
reaccion de acoplamiento oxidativo que forma uniones intermoleculares y por la
unién doble del carbono con el oxigeno, donde un radical tiol de una proteina se
puede unir. Ambos tipos de uniones crean entidades de alto peso molecular que se
entrecruzan e incrementan la viscosidad, lo que afecta las propiedades reoldgicas

en la masa (Hoseney, 1984, figura 4).

No todos los oxidantes son capaces de inducir la gelificacion oxidativa sino que la
inhiben como el bromato de potasio y el acido ascérbico. Estos oxidantes se usan
en la panificacion para aumentar la formacion de enlaces disulfuro entre las
proteinas del gluten, lo que resulta en una masa mas tenaz y extensible. Sin
embargo, el uso de bromatos a causado controversia ya que a altas
concentraciones resulta ser un agente carcinogénico. Su uso esta prohibido en
Europa y Japon. En los paises donde todavia se utiliza, su uso esta fuertemente
regulado (Sema, 1996). Por que el uso de xilanasas para reemplazar a los
bromatos representa una alternativa, ya que estas enzimas inhiben la gelificacion

oxidativa.
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Figura 4. Dimerizacion del acido ferdlico y su interaccion con fas proteinas.

Proteina

Arabinoxijano

Arabinoxilano

Fuente: Hoseney, 1984; D Appolonia y Schawarz, 1992

Debido a la complejidad de la masa ha sido necesario implementar técnicas para
estudiar el efecto de las xilanasas sobre este sistema. En estas, los xilanos de la
harina de trigo se han extraido y sometido a tratamientos con xilanasas. Los
resultados mostraron que los xilanos se solubilizaron con la consecuente
dismunicién de la viscosidad, debido posiblemente a la accidn directa de las

xilanasas sobre los fragmentos insolubles de los xilanos que se encuentran

principalmente en la pared ceiular (Screder et al. 1999; Morales, 1999).

También se estudid la asociacion entre una arabinofuranosidasa y una

endoxilanasa; para lo cual, los xilanos extraidos se pusieron en contacto con

sitios de union disponibles para la endoxilanasa que al actuar, solubilizé en mayor
proporcién a los xilanos, que cuando se uso sola (Petit-Benvegnen et al. 1998). Es

importante aclarar que estas investigaciones se han hecho en condiciones Optimas,
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es decir. con exceso de agua y exposicion directa de los xilanos a las enzimas. Sin
embargo, en las masas los xilanos pueden estar parcialmente protegidos por otros
compuestos & encontrarse donde haya una menor disponibilidad de agua, por lo
que los resultados generados en el primer caso no se pueden extrapolar al segundo
caso (Rouau y Moreau, 1993; Wang et al. 1998; Loosveld et al. 1988).

» Otras aplicaciones. Por otro lado, otras de las aplicaciones de las xilanasas ha
sido en el estudio de la estructura de polisacaridos de la pared celular en los
vegetales, en la obtencion de compuestos que ayudan a.esclarecer sus
mecanismos de accién, en la produccion de protoplastos de hongos y plantas y

para la obtencién de anticuerpos (Wong et a/. 1988: Wang et a/. 1999).

En el campo de la medicina, las xilanasas recientemente han cobrado importancia.
Sus productos de hidrélisis, como ia xilobiosa, estimulan el desarrollo de las
bacterias probidticas que se encuentran en el intestino del hombre, ias cuales
aportan muitiples beneficios a la salud. Este hallazgo es importante debido a que
las bacterias probidticas se aislan dificiimente en el laboratorio y mas complicado
resulta hacerlas crecer debido a que son anaerobias (Jaskari et al. 1998; Jeong et
al 1998).

Las fuentes de xilanasas que se han usado en los procesos industriales pertenecen
a los géneros de: Bacillus, Celullomonas, Streptomyces, Penicillium, Trichoderma y
Aspergillus (Marques et al. 1998; Clarke et al. 1997, Lopez Férnandez ef al. 1998;
Wang et a/. 1999; Maat et a/. 1992; Monfort et al. 1996; van Paridon et al. 1992,
Picé et al. 1999). En la industria alimentaria destaca el uso de xilanasas de
Aspergillus que en diversos estudios no presentaron efectos adversos cuando se

administraron en ratones por via oral (Pico ef al. 1999).
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3.7 Xilanasas y otras enzimas.

En ciertas aplicaciones industriales se requiere de xilanasas libres de celulasas,
pero debido a que tienen funciones parecidas en la naturaleza y ambas rompen
eniaces f-1,4-glicosidicos {endoglucanasas) por un mecanismo similar, son pocas
las excepciones en que los microorganismos que degradan los xilanos son
invariablemente celuloliticos y en ocasiones secretan una mezcla compleja de
celulasas y xilanasas, simultdéneamente. Aunque existen endoglucanasas
bifuncionales, es decir, enzimas que hidrolizan ambos tipos de polisacaridos
(celulosa y xilanos: Coughlan y Hazlewood. 1993). Royer y Nakas (1989)
propusieron gque la produccion de xilanasas y celulasas esta corregulada, es decir,

que ambos tipos de enzimas son reguladas por los mismos compuestos.

En los desechos industriales es inevitable la presencia de varias actividades debido
a su composicién heterogénea. En los hongos fitopatogenos la capacidad de
producir varios sistemas hidroliticos en sustratos como xilanos, pectina citrica,
pectina de manzana, carboximetilcelulosa, entre otros compuestos, les da una gran
ventaja para invadir a sus huéspedes, ios cuales contienen en su pared celular
polisacaridos como celulosa, pectina y hemicelulosa ¢ para adaptarse rapidamente

a los cambios en los sustratos (Riou et al. 1991; Sachslehner et a/. 1998).

En algunos casos, la presencia de otras enzimas en las preparaciones de las
xilanasas es deseable, ya que se ha observado un efecto sinérgico. Por ejemplo, en
la industria de los alimentos se requieren de pectinasas, celulasas y xilanasas para
la clarificacion de jugos y vinos; y de a-amilasas, lipasas y xilanasas en la
panificacion (Wong et al. 1988; Maat et al 1992; Monfort et al 1996 y 1997, Aguilar,
1986).
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4. ANTECEDENTES

La cepa de Aspergillus sp FP-470 fue aislada en nuestro laboratorio a partir de
muestras de frutas en estado de descomposicion. Este microorganismo fue
seleccionado por su capacidad de producir una alta actividad xilanolitica cuando se
hizo crecer en xilanos de abedul a una temperatura de 37 y 45°C. Ambos filtrados
extracelulares fueron caracterizados. El pH y temperatura éptimes det filtrado
producido a 37 °C fueron de 6.5 y 80°C, respectivamente. Mientras que los valores
del filtrado de 45°C resultaron ser diferentes, con valores de 4.3 y 50°C. Ambos
presentaron un amplic rango de estabilidad al pH entre 25 a 9.0 La
termoestabilidad de los dos filtrados en presencia de sustrato (xilanos de abedul al
1%) se incrementd un 80-85%. Los iones como el Na', C y K, estimularon
levemente la actividad en el filtrado de 37°C, mientras que para el filtrado de 45°C
fueron los iones Na*, CI*, Mgy el Zn*?los que la aumentaron. En los dos filtrados

se observo la presencia de varias endoxilanasas (Mendicuti ef a/. 1997).

Sin embargo, esta caracterizacién se hizo en los filtrados crudos, por lo que era
necesarioc conocer las propiedades fisicoquimicas y bioquimicas de al menos una
de las xilanasas que produce Aspergillus sp FP-470, para estudiar su efecto en
panificacién. Por lo que fue necesario fraccionarla y purificarla. Planteandose el

siguiente proyecto:

» Produccion, purificacion y caracterizacion de una xilanasa de Aspergillus sp FP-
470 y su aplicacién en panificacion.
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5. OBJETIVOS

» Producir, purificar y caracterizar bioquimicamente una xilanasa de Aspergilflus sp

FP-470 y estudiar su efecto en pruebas de panificacion.

OBJETIVOS PARTICULARES

= Establecer la mejor fuente de xilanos en donde Aspergiflus sp FP-470 produzca

la mayor actividad xilanolitica.

» Determinar la presencia de ofras actividades enzimaticas asociadas, como

celulasas, amilasas y pectinasas.

» Evaluar la cinética de crecimiento y produccidon de las xilanasas de Aspergillus
sp FP-470, en un bioreactor de 14 L.

» Aislar y purificar una xilanasa de Aspergilfus sp FP-470.
» Caracterizar bioquimicamente la xilanasa purificada.
» Evaluar el efecto del filtrado extracelular completo y de la xilanasa purificada

ambos Aspergillus sp FP-470 en el volumen y en las caracteristicas sensoriales del

pan y su comparacion con muestras enzimaticas comerciales.
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6. MATERIALES Y METODOS

8.1 Microorganismo. Se trabajé con una cepa del género Aspergifius, la cual fue
aislada en el laboratorio a partir de frutas en estado de descomposicion. La cepa se
identificé como Aspergillus sp FP-470 se propagd en tubos inciinados de agar papa

dextrosa (Bioxon, México), a 37°C y se conservo a temperatura ambiente.

6.2 Medios de cultivo y condiciones de crecimiento. Para la produccidn de la
actividad xilanolitica Aspergifius sp FP-470 se cultivo en el siguiente medio basal
KoHPO4 0.2%, KH2PO4 0.2%, (NH.).S04 0.4% y extracto de levadura al 0.3%. Las
fuentes de carbono que se utilizaron fueron: xilanos de abedul y avena (Sigma,
Chem. Co), hemicelulosa (obtenida por extraccién alcalina de olote de maiz), olote
de maiz molido y salvado de trigo, todos al 1%. Los medios se ajustaronapH de 5

y se esterilizaron a una temperatura de 121°C, durante 20 min.

Para evaluar la mejor fuente de xilanos en donde Aspergillus sp FP-470 produjo la
mayor actividad xilanolitica se realizaron fermentaciones en matraces Erlenmeyer
de 500 mi con 200 mi de medio y se incubaron a 37°C en una agitadora
reciprocante de 1 pulg. de desplazamiento, marca New Brunswick Sci. con
agitacion de 100 golpes/min. Estos matraces se inocularon con una suspension de

esporas de ia cepa en una concentracion de 1x1 0° esp/mi de medio.

Para evaluar la cinética de crecimiento y produccion de las xilanasas de Aspergilius
sp FP-470 y obtener una considerabie cantidad de filtrado extracelular se realizo
una fermentacién en un bioreactor de 14 L, el cual se inoculd de la siguiente
manera: la cepa de Aspergillus sp FP-470 se crecié en un matraz Erenmeyer de
500 ml con 100 mi de medic basal con oioile de maiz al 1%, a pH inicial de 5.0 y se
incubd a 37°C por 48 h, con una agitacion de 100 r.p.m. De este matraz se tomaron
10 ml y se inocularon en un matraz Fembach de 3 L con 1 L de medio basal zon

olote de maiz al 1% (previamente esterilizado a una temperatura de 121°C, durante
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20 min) y se incubo a 37°C, durante 24 h. El contenido de este matraz se inoculd en
el bioreactor de 14 L. que contenia 9 L de medio basal (ver parrafo anterior) y olote
de maiz al 1%, a pH inicial de 5.0. Las condiciones de crecimiento en el bioreactor

fueron 37°C de incubacion, 1 vvm de aireacidn y agitacion de 200 r.p.m.

6.3 Crecimiento celular. El crecimiento del microorganismo en los medios de
xilanos de xilanos de abedu y xilanos de avena se determind por peso seco.
Mientras que en los medio de hemicelulosa, olote de maiz y salvado de trigo se
realizd por proteina intracelular. Para determinar peso seco se tomaron 10 ml del
caldo de fermentacion. se filtrd por una membrana Millipore de 5.0 um, previamente
pesada. La biomasa retenida se secé en una estufa a 90°C, hasta peso constante y -
por diferencia se calculd el peso seco gue se expresd en mg de biomasa por mi de
medio (mg/ml). Para determinar proteina intracelular se centrifugaron 5 ml del caldo
a 3,000 r.p.m. (en una centrifuga clinica marca SOL-BAT, México), durante 10 min.
El sobrenadante se elimind, mientras que e! paquete celular se lavd dos veces en
solucién salina y se resuspendid en 2 mi de agua; se homogenizd y se tomaron 0.5
ml que se colocaron en un tubo eppendorf con un volumen equivalente de perlas de
vidrio (Sigma Chem. Co). El tubo se colocd en hielo durante 1 min y se agitd
vigorosamente en vortex, esta operacion se repitié dos veces. Después se
centrifugé en una microcentrifuga marca Beckman, se tomaron 0.3 ml dei
sobrenadante al cual se le determind proteina por el método de Lowry (1951).

6.4 Azucares reductores. La cuantificacion de azucares reductores se realizd a
jos filtrados extracelulares libres de células por el método del acido dinitrosalicilico
(DNS; Miller, 1959). La mezcla de reaccidén contenia: 0.1 ml del filtrado enzimatico,
0.9 ml de agua y 1 ml de DNS. Se colocd en un bafo de agua en ebullicion durante

5 min, a continuacion se le agregaron 10 mi de agua destilada, se mezcld y se

Lomb). Los resultados se extrapolaron en curvas patron con: glucosa, xilosa y acido

galacturénico).
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6.5 Determinacion de actividades enzimaticas

6.5.1 Actividad xilanolitica. Se determiné mediante la produccién de azucares
reductores, los cuales se cuantificaron por el método del DNS (Miller, 1959). Se
utilizé como sustrato una solucién de xilanos de abedul al 2%. La mezcia de
reaccion contenia 0.5 mi de sustrato, 0.4 ml de solucién amortiguadora de acetatos
0.17 N pH de 5. Esta se preincubd a 50°C por 3 min e inmediatamente después se
le agregd 0.1 mi del filtrado enzimatico y se incubd por 10 min. La reaccidn se paro
agregandole 1 mt del reactivo de DNS y se colocd en un bafio en ebullicion por 5
min. A la mezcla de reaccion se le agregaron 10 mi de agua destilada. se
mezclaron y se determind la absorbancia a 575 nm. Una unidad de actividad
xilanolitica se definié como la cantidad de enzima que cataliza la formacion de un

umol de xilosa en el tiempo de incubacién bajo las condiciones del ensayo.

6.5.2 Actividad amilolitica. Se midio con el método de tincion de yodo. La mezcla
de reaccién contenia 0.1 ml del filtrado enzimatico y 0.8 mi de almidon soluble
{marca Prolabo) al 1.2 %, disuelto en solucion amortiguadora de acetatos 0.17 N
pH 5.0. Se incubd a 40°C durante 10 min. Después de este tiempo se agregd 0.1
mi de acido sulfdrico 2 N agitando vigorosamente. De esta mezcla se tom6 0.1 miy
se anadid en 2.4 ml de lugol al 25%, mezclandolos. Inmediatamente despues se
midi6 ia absorbancia a 620 nm. Una unidad de actividad amilotitica se definié como
la cantidad de enzima que permite la hidrélisis del almidén (mg} en 10 min, bajo las

condiciones del ensayo.

6.5.3 Actividad exopectinolitica. Se evalud por el método colorimétrico del DNS
(Miller, 1959). Se utilizé como sustrato 0.5 mi de pectina al 1%, mezclados con 0.4
ml de solucién amortiguadora de acetatos 0.17 N pH 5.0 y 0.1 mi de filtrado
enzimatico. La mezcla se incubd a 45°C, durante 20 min. Una unidad de actividad
exopectinolitica se definié coma la cantidad de enzima que catalizd la formacion de

1.0 umol de acido galacturdnico en las condiciones del ensayc.

6.5.4 Actividad endopectinolitica. Se midio por el cambio de viscosidad de una
solucién de pectina al 1.0% pH 4.2, en un viscosimetro de Oswalt (CANNON 200
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851 1Y) a una temperatura de 30°C. Una unidad de esta actividad se definid como
la cantidad de enzima que redujo en un 50 % la viscosidad de la solucion de

pectina, en 10 min (Aguilar et a/. 1993; Aguilar y Huitron, 1991).

6.6 Electroforesis

6.6.1 Condiciones desnaturalizantes. Las electroforesis se realizaron de acuerdo
al método de Laemli (1970). En un gel concentrador al 4% de acrilamida y un gel
separador del 7.5% & 10%, ambos con 2.7% de bis-acrilamida (Bio-Rad
laboratories). Se cargaron con 150 ug de proteina mezclados con solucion
amortiguadora con 4% de SDS (Bio-Rad laboratories), glicerol al 20%. 2-
mercaptoetano! al 10% (Bio-Rad laboratories) y azul de bromofenol al 0.005%
disueltos en solucion amortiguadora de Tris-HCI 125 mM pH 6.8. Se corrid en una
unidad SE-600 (Hoefer Sci. Ins. U. S. A), a 30 mA, durante 2 @ 3 h. Los geles
elaborados en la unidad Migtly Small SE-245 (Hoefer Sci. Ins. U.S.A.) tardaron en
correr de 45 2 90 min a 40 mA. LOs geles para detectar proteinas se tifleron con
una solucidn de azul de Coomasie R250 al 0.125 % (Bio-Rad), metanoi al 50% y
acido acético al 10% durante 1 h. Después de este tiempo se destifieron en una

solucién de acido acético al 10%.

6.6.2 Isoelectroenfoque. Los geles se elaboraron por duplicado de acuerdo a las
instrucciones del fabricante (Hoefer Sci. Uns U.S.A) a una concentracion final de
acrilamida del 5 y 6.7% de anfolinas de marca SIGMA de pH 3-10. Se precorrieron
durante 20 min a 20 watts; con el anolito (acido acético 0.02 M) en la parte inferior y
el catolito (NaOH 0.02M) en la parte superior. Posteriormente, se cargaron las
muestras y la electroforesis se corrié a un voltaje limite de 2500 voits, durante 3.5 h.
Uno de los geles se tifid para proteinas, mientras que el otro se usd para detectar

las proteinas con actividad xilanolitica.

6.7 Actividad “in situ” (zimogramas).
6.7.1 Actividad xilanolitica. Para determinar la actividad xilanolitica, los geles de

poliacrilamida se lavaron en solucién amortiguadora de Tris-HCl 0.01tM a pH 7.5 a
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40°C. durante 1 h. En seguida se empalmd con un gel de agarosa al 1% y con
xilanos acoplados con azul brillante de remazo! (RBB-xilanos) al 0.4% Ambos geles
se incubaron a temperatura ambiente en una camara humeda durante una noche;
transcurrido este tiempo los geles se separaron. El gel de agarosa se sumergid en
una sotucién amortiguadora de acetatos y etanol (1:2) 1 h, para resaltar las zonas
de hidrdlisis y el gel de poliacrilamida se tifid para proteinas (Mendicuti, 1996; Biely
et al, 1985a y b; Royer y Nakas, 1985).

6.7.2 Actividad amilolitica. El gel de acrilamida renaturalizado se sumergid en
una solucion de almidén soluble al 1.0 % disuelto en solucidn amortiguadora de
acetatos 0.17 N pH 5 y se incubd durante 1 h a 37°C. La solucion de almidan se

drend y se le anadio lugo!l para detectar las bandas con actividad amilotitica.

6.8 Purificacion

6.8.1 Ulltrafiltracion. El caldo de cultivo que se obtuvo en el bioreactor de 14 L se
filtré por algodén para eliminar restos de olote y de biomasa de Aspergilius sp FP-
470 y se denomino como filtrado extracelular completo. Este filtrado se concentrd
en un sistema de ultrafiltracion marca Amicon, con una membrana PM10 permeable
a moléculas de 10 kDa y se obtuvieron dos fracciones el permeado, que es lo que
atraviesa la membrana y el retenido, que es lo que no pasa a traves de la

membrana.

6.8.2 Cromatografia de intercambio aniénico. El filtrado extracelualr completo
ultrafiltrado (retenido) se purificd usando un sistema de Cromatografia Liquida de
Alta Resolucion para separar proteinas (FPLC, Fast Performance Liguid
Cromatography), marca Pharmacia LKB, con una columna de intercambio anidnico,
Resource “Q" de 6 ml, marca Pharmacia LKB. La columna se lavd y se equilibro
pH de la solucion amortiguadora fue el mismo a la entrada y a la salida de la
columna. La muestra se eluyé con un gradiente de NaCl de 0.0 a 0.5 M. Se

colectaron fracciones de 3 ml, a las cuales se les determind absorbancia a 280nm y
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actividad xilanolitica. Las fracciones con actividad xilanolitica se mezclaron,

dializaron y liofilizargn para sus analisis posterior.

6.8.3 Cromatografia de intercambio catiénico. La fraccidén con mayor actividad
del paso anterior se aplicd a una resina de intercambio catidnico debil de
Carboximetil-Sepharosa. Esta resina se preparé de acuerdo a {as especificaciones
del fabricante y posteriormente se equilibré con una solucion amortiguadora de
acetatos 40 mM pH 5. La muestra se aplicd y se eluyd con un gradiente de NaCl de
0 a 1 M. se colectaron fracciones de 3 ml y se les midié absorbancia a 280 nm y
actividad xilanolitica. Las fracciones con actividad xilanolitica se dializaron y

liofilizaron para sus analisis subsiguientes.

6.9 Caracterizacion de la xilanasa purificada

6.9.1 Determinacion del pH y temperatura optimos del ensayo. Para encontrar
el pH éptimo de la enzima purificada se determiné la actividad a diferentes pH's
(2.5 a 11). Las soluciones amortiguadoras que se utilizaron fueron: solucion de
glicina-HCI pH 2.5 a 3.4, solucion de acetatos 3.5 a 5.5, solucion de Tris-Maieatos
5.5 a 8.5 y solucién de glicina-NaOH 8.5 a 11. Todos a una concentracion 0.05 M.
La mezcla de reacciéon contenia 0.5 ml de xilanos de abedul al 2%, 0.1 ml de la
enzima y 0.4 ml de la solucion amortiguadora a diferentes de pH's. Para determinar
la temperatura Optima del ensayo la mezcla de reaccion se incub6 durante 10 min,
a temperaturas desde 25 hasta 92°C; con la mezcla de reaccion de 0.5 m! de
xilanos de abedu! al 2%, 0.4 ml de solucién amortiguadora de acetatos 0.17 NpH 5

y 0.1 mi solucion de enzima.

6.9.2 Determinacién de la estabilidad frente al pH y la temperatura. Para
determinar |a estabilidad de la enzima frente al pH se usaron las mismas soluciones
amortiguadoras que en el punto anterior. La enzima se colocd en cada una de las
soluciones amortiguadoras a los diferentes pH's y se incubaron a dos temperaturas
4 y 25°C por 24 h. Después de este tiempo se tomd una alicuota de 0.1 ml y se

midid la actividad xilanolitica residual, en las condiciones antes descritas. Para (a
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determinacion de la temperatura sobre la estabilidad de la xilanasa, se colocaron
tubos con la enzima en solucién amortiguadora de acetatos 0.17N a pH 5. Cada
tubo fue incubado durante 30 min a diferente temperatura (25 a 92°C). Después de
esta incubacion se les determind la actividad xilanclitica a 50°C, segun el método
para la actividad xilanolitica y se compard con un control sin tratamiento térmico.
Por otro lado se evalud el efecto de algunos compuestos sobre la estabilidad a la
temperatura. Los compuestos que se usaron fueron xilanos de abedul al 1% y

glicerol y sorbitol, ambos al 10%.

6.9.3 Decaimiento térmico. La enzima se colocd en dos tubos con solucion
amortiguadora de acetatos 20 mM pH 5 a dos temperaturas 50 y 60°C. De cada
temperatura se tomoé una muestra a diferentes tiempos y se determind la actividad

xilanolitica residual.

6.9.4 Efecto de iones metalicos sobre la actividad de la xilanasa. A la mezcla
de reaccion de 0.5 ml de xilancs de abedul y 0.4 mi de solucidén amortiguadora de
acetatos 0. 17 N pH 5, se adiciond el ién correspondiente a una concentracion final
de 10 y 20 mM. Posteriormente, se determind la actividad xilanolitica (se calculd la

actividad relativa comparada con el control, al cual no se le adiciond ningun ion).

6.9.5 Efecto de carbohidratos sobre la actividad de la xilanasa. La mezcla de
reaccion se incubd a 50°C durante 10 min a pH 5, en presencia de cada uno de los
siguientes carbohidratos: arabinosa, celobiosa, galactosa, glucosa, xilosa, 4-O-
metil-D-glucuronoxilano a una concentracion final de 10 mM y se determind la
actividad residual.

6.9.6 Actividad de la xilanasa contra diferentes sustratos. Se evalut la
actividad xilanolitica con diferentes sustratos: xilanos de avena, hemicelulosa, olote
de maiz, bagazo de cana, carboximetiicelulosa {Sigma Chem. Co), celulosa
cristalina, papel filtro, almiddn soluble, arabino-galactosa y 4-O-metil-D-

glucuronoxilano, a una concentracién del 2%. En todos los casos se utilizo ta curva
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patrén de la xilosa para calcular las unidades de actividad xilanolitica para referirla
como fa xilosa liberada.

6.9.7 Determinacién de las constantes cinéticas, Km y Vmax. La actividad se
midid usando el sistema de reaccidn y las condiciones ya mencionadas a diferentes
concentraciones de los sustratos: xilanos abedul y avena, hemicelulosa y 4-O-metil-
D-glucuronoxilano. Las constantes cinéticas se calcularon con la ecuacion de doble

reciprocos de Lineweaver-Burk.

6.9.8 Evaluacion de los productos de hidrélisis. Para determinar los productos
de hidrdlisis de la enzima purificada se realizd una digestion enzimatica: 5 ml de
xilanos de abedul al 2%, 4 m! de solucion amortiguadora de acetatos 0.17 N pH 5,
se preincubaron durante 3 min a una temperatura de 50°C, inmediatamente se
agregé 1 ml de la enzima y se tomaron 0.5 ml a diferentes tiempos. Las muestras
se colocaron en un bafo de hielo y se hirvieron posteriormente, para inactivar a la
enzima. Se midieron los azucares reductores en cada alicuota y se analizaron por
cromatografia en capa fina, sobre una placa de silica gel de 8X5 cm, con 0.25 mm
de grosor (Kiesel 60, Merck, México). El eluyente que se utilizd fue n-butanol-
acético-agua (2:1:1). Los azucares estandar que se utilizaron fueron: xilosa y
arabinosa. Las placas se revelaron con una solucidn de H2SCa al 10% en metanol y
se calentaron a 100°C durante 5 min.

6.10 Pruebas de Panificacion.

6.10.1 Dosificacion. Las dosis de la enzima purificada y de! filtrado completo (FC)
se establecieron de acuerdo a los datos de Morales (1999). Tanto la xilanasa
purificada como el filtrado completo se dosificaron en base a su actividad
xilanolitica y se expresaron en partes por millon (ppm) de 25 a 200 ppm. Las
muestras comerciales C1 y C2 se adicionaron a una concentracion de 200 ppm,
dosis recomendada por el fabricante para obtener un efecto positivo y se

resuspendieron en una solucidn de glucosa al 10%.
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6.10.2 Elaboracidon de los panes. Los panes se elaboraron de acuerdo at método
10-09 (AACC, 1983) con 100 g de harina de trigo tipo Victoria (con 11% de proteina
y 2 a 3% de xilanos; Morales, 1999; Harinera Nacional S. A.), 4 g de leche en polvo,
3 g de manteca vegetal y 10 ml de una solucién de azucar, los cuales se colocaron
y se mezclaron suavemente en una amasadora adicionandoles una solucion de
azucar y sal al 5y 1.5 %, respectivamente, ademas de levadura al 2% y agua
(aproximadamente 10 ml). Las muestras enzimaticas se adicionaron en este punto
ya masa se colocd en un molde metalico y se introdujo en una camara de
fermentacidn a 36=2°C, con humedad controlada, durante 2 h aprox.
Posteriormente, la masa se paso a través de unos rodillos y se colocd en un molde
para pan de 7x12 cm, previamente engrasado con manteca vegetal y se volvio a
colocar en la camara durante 55 min. En seguida se intodujo en un horno eléctrico

a 220°C, durante 25 min. El pan se desmoldd y se pesd.

6.10.3 Volumen de los panes. Se midio por el desplazamiento de la semilla de

colza y se expresd en cm®

Voilumen del pan

cm?

10 > 815
9.-.. 750 a 815
8-—- 676 a 749
7-- 601 a 675
6--- 600a 500
5-- < 500

Asi mismo, se evalud el incremento del volumen comparado con el pan control pan

control, al cual no se le adiciond muestra enzimatica.

6.10.4 Evaluacion sensorial de los panes. Los atributos sensoriales fueron

evaluados por un panel de jueces entrenados 24 h después de la elaboracion del
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pan. Las caracteristicas externas como: color de la costra y apariencia general se

evaluaron con las siguientes escalas edonicas:

Color de lacostra | Apariencia general |

5 -—muy dorada 10 —-excelente

4 --—dorada 9 -—-—-muy buena

3 --—ligeramente | 8----—- buena

dorada

2 ——poco dorada 7--—regular

1 --—-nada dorada 6--——- suficiente
5--——mala

Para las caracteristicas internas, los panes se cortaron por la mitad de manera

transversal y se evalud la textura y el color de la miga acuerdo a la siguiente escala:

Textura de la miga Color de la miga

—— =

10 -----excelente 10 ----- blanco

ceidas pequefas y uniformes.

9 ---—---muy buena 9 --—acremado

presencia de algunas celdas

grandes.

8 -----buena 8 ---—--amarillo acremado

presencia de muchas celdas
grandes.
7 - regular 7 - amarillo

celdas grandes y
chicas con  distibucién no

uniforme.

6 --—pobre 6 --—-café

celdas grandes con

desgarraduras.

5 --—--mala 5 ---—-café oscuro

celdas grandes con desgarraduras
y compactacion en algunas zonas.
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1 Crecimiento y actividad xilanolitica de Aspergillus sp
FP-470 en diferentes fuentes de xilanos

Para establecer en que fuente de xilanos Aspergillus sp FP-470 produjo la mayor
actividad xilanalitica se realizaron fermentaciones en matraces Erlenmeyer de 500
ml, con 200 ml de medio de cultivo con: xilanos de abedu!. xilanos de avena,

hemicelulosa. olote de maiz y salvado de trigo.

En la figura 5a se observa el crecimiento de Aspergillus sp FP-470 en los medios
con xilanos de abedul y xilanos de avena expresado como peso seco (mg/ml). En
ambos casos, el crecimiento fue semejante y aumentd de manera logaritmica hasta
las 48 h, con un valor maximo de 5.84 mg/mi para el primer caso y de 5.73 mg/ml,
para el segundo caso. Despues de este tiempo, el microorganismo entro en fase

estacionaria.

En los medios con olote de maiz, hemicelulosa y salvado de trigo, el crecimiento
de Aspergillus sp FP-470 se expresd como proteina intracelular (ng/mi). Figura 5b.
Esta manera de expresar el crecimiente lo hizo Hernandez (1995) quién encontrd
una correlacién iineal entre el peso seco (mg/ml) y ta proteina intracelular (ug/ml).
Lo que permitié usar los datos de proteina intracelular para cuantificar crecimiento
celular en medios con fuentes de carbono insolubles como olote de maiz,
hemicelulosa, salvadec de trigo, bagazo de cafa, etc.; donde la biomasa no se

puede separar de las particulas insolubles.

E! crecimiento de Aspergillus sp FP-470 en las fuentes de xilanos insclubles
presento una fase lag que se prolongd hasta ias 24 h de incubacion, después de!

cual aumentd de manera logaritmica y se mantuvo asi hasta las 72 h. El mayor
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crecimiento se obtuvo en olote de maiz con un valor de 187 ug/ml, seguido de

salvado de trigo (154 ug/mi} y en hemicelulosa de 118 ug/ml.
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Figura 5. Crecimiento de Aspergillus sp FP-470 en diferentes fuentes de xilanos. a)

Peso seco (mg/mi) en xilanos de abedul { @ } y xilanos de avena (B ). b) Proteina intracelular (ug/ml} en
hemicelulosa (A}, olote{¥) y salvado de trigo (#}. Cultivado en matraces Erlenmeyer de 500 mt a 37°C, 100
rpm, durante 72 h.

Al comparar el comportamiento en ambas graficas se observd que Aspergilius sp
FP-470 crecid mas rapido en xilanos de abedul y avena en las primeras horas y
llegd a la fase estacionaria a las 42 h; mientras que en las fuentes insolubles el
hengo empezd a crecer a fas 24 h y en ninguno de los casos llegd a la fase
estacionaria durante el periodo estudiado. E! alargamiento de la fase lag en

sustratos insolubles es similar a lo reportado por John et al (1879) para una cepa
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de Aspergilius niger cultivada en xilanos insclubles, donde la fase lag se prolongo

hasta las 3C h, aproximadamente.

Los desechos agroindustriales representan una fuente de carbono compleja, en
donde los xilanos no se encuentran en forma disponible, lo que dificulta el
desarrolio rapido de los microorganismos, como seguramente ocurrid en los

medios de cultivo con olote de maiz, hemicelulosa y salvado de trigo.

En todos los casos, el pH aumentd de 5.0 a 6.0 durante las primeras 24 h.
Posteriormente, en los medios de xilanos de abedul y avena disminuyé a 5.6 a las

72 h: mientras que en los medios restantes aumento a valores de 6.5.

Por otro lado, en los medios de xilanos de abedul y xilancs de avena se
acumularon aztcares reductores a partir de las 48 h a una concentracion de 0.12
mg/ml. En los medios con salvado de trigo y hemicelulosa la concentracion fue
inferior a 0.073 mg/ml y 0.040 mg/ml, respectivamente. En tanto que en el medio
con olote de maiz no se detectaron azucares reductores. La acumulacion de estos,
esta relacionada con la capacidad de los microorganismos para degradar
polisacaridos en azucares mas pequenos, los cuales generaimente aprovechan
para crecer (Rodriguez, 1998). En este caso, Aspergillus sp FP-470 mostrd esta
capacidad con excepcion del medio de olote. Sin embargo, se ha reportado que
hongos filamentosos en compuestos insolubles extienden sus hifas sobre la
superficie y secretan enzimas para degradarlos y obtener asi azucares sencillos
que introducen rapidamente a la célula (Rodriguez, 1998). Lo que podria ser una
causa de que no se detectaron azlicares reductores cuando se crecié al hongo en

el medic con olote de maiz.

Le actividad xilanolitica que produjo Aspergiius sp FP-470 en las diferentes
fuentes de xilanos se muestra en la figura 6. En todos los cascs, a las 24 h, la

actividad fue apenas detectable y aumenté de manera importante a fas 48 h. La
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mayor actividad que produjo el microorganismo fue en el medio con oicte de maiz
de 36.56 U/mi. seguido de xilanos de abedul con 27.62 U/ml, mientras que en
xilanos de avena fue de 19.17 U/ml y en los medios de salvado de trigo v

hemicelulosa la actividad fue de 17 U/ml.
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Figura 6. Actividad xilanolitica de Aspergillus sp FP-470 en diferentes fuentes de

xilanos. Xilanos de abedui (@), xilanos de avena (M), hemicelulosa (A), olote (V) y salvado de trigo (#).
Cultivado en matraces Erlenmeyer de 500 ml a 37°C, 100 rpm, durante 72 h.

El olote de maiz en un desecho agroindustrial que se utilizd sin ningy tratamiento
previo, a diferencia de los otros que fueron extraidos mediante procesos quimicos,
lo que podria ser la causa de que en este medio Aspergiflus sp. FP-470 produjo la
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mayor actividad. También, el olote de maiz contiene otros poiisacaridos como
celulosa, pectina, almiddén, lignina y otros compuestos que posiblemente ayudaron

a que el microorganismo produjera una mayor actividad. (Tabla 3).

Tabla 3. Composicién quimica de olote de maiz.

Compuesto f Porcentaje (%)
Celosa . 42
Hemicelulosa ‘ 36.0
xilancs 30.0°
Pectina a 3.1
Lignina i 06.1
Almidon i 2-3

T referido al porcentaje total,

Fuente: Watson y Ramstad, 1987.

La hemicelulosa fue extraida por hidrélisis alcalina del olote de maiz, lo cual
ocasiond modificaciones quimicas como desacetiaciones y reacciones de
saponificacion que pudieron influir en la produccién de la actividad xilanolitica de
Aspergillus sp FP-470, que resultd ser la mitad con respecto a la actividad en olote
de maiz.

En el salvado de trigo la actividad de Aspergilfus sp FP-470 fue tal solo dei 45%,
con respecto al medio con olote. Este desecho agroindustrial contiene cerca del
90% de xilanos insolubles, una gran cantidad de grupos fendlicos y acido urdnico,
los cuales, segun Voragen ef al (1992) presentan mayor resistencia al ataque
microbiano.

Los xilarnos de abedul provienen de madera dura que contiene un porcentaie mayor
de xilanos solubles gue de insolubles 80 y 19%, respectivamente. Mientras que
xilanos de avena que se obtienen de la cascarilla del grano de avena contienen

igual porcentaje de xilanos solubles e insolubles (50.4 y 48%; He et af. 1993).
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La mayor actividad que produjo Aspergillus sp FP-470 en xilanos de abedul
concuerda con los resultados obtenidos por Angelo et al. (1997) para una cepa de
Aspergillus sp, donde en xilanos de abedul produjo 15% mas de actividad que en
xilanos de avena. Aunque Fernandez-Espinar et al (1992) encontraron mayor

produccién xilanalitica en xilanos de avena en una cepa del mismo género.

Gomes et al (1994) plantearon que las fuentes insolubles son mejores inductores
de xilanasas, ya que no ejercen represion catabolica por la presencia de
sustancias solubles. Retomando esta aseveracion se puede inferir que la
acumulacion gradual de azlcares reductores en xilanos de abedul xilanos de
avena y hemicelulosa a las 48 h de fermentacién pudo influir en |a sintesis de las
xitahasas por Aspergillus sp FP-480. Kadowaki et a/ (1997) reportaron que
Aspergillus sp produjo la mayor actividad en olote de maiz a partir de una
concentracion del 2%, ya que en xilanos de avena, por arriba de estas
concentraciones se detectaron altos niveles de aztcares reductores en los medios,

lo que también concuerda con el efecto que plantearon Gomes et a/ (1994).

Por otro lado, Bailey y Viikari (1993) encontraron que cepas de A. oryzae y A
fumigatus producen una mayor actividad cuando se cultivan en glucuronoxilanos
acetilados del arbol de haya. Sin embargo, A. fumigatus produjo tan solo la mitad y
en el sustrato sin tratamiento produjo los mismos niveles que en el sustrato
desacetilado. Esto significa que no hay un comportamiento homogéneo que pueda
ayudar a predecir en qué medida los hongos van a producir actividad xilanolitica

en diferentes fuentes de xilanos.

Algunos autores han reportado que los desechos agroindustriales representan una
buena fuente para producir xilanasas, ya que pueden reemplazar compuestos
caros como vitaminas, aminoacidos, oligoelementos, etc. {Gemes ef all 1994,
Montes, 1998; Degrassi ef a/. 1998; Kadowaki et a/. 1997; (Milagres et al. 1994,

Kitpreecnavanich et al. 1984; Lee et al. 1998). Estos, también han sido usados
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para producir otros sistemas enzimaticos como amilasas, pectinasas, celulasas,
etc.

La produccién de diversos sistemas enzimaticos en desechos agroindustriales es
comun. Sin embargo, en algunas aplicaciones de ias xilanasas no es deseable la
presencia de otras actividades enzimaticas; por !o que se determind ta presencia
de actividades celulolitica, pectinolitica y amilolitica en los filtrados extracelulares

de Aspergillus sp FP-470 que produjo en las fuentes de xitanos (tabla 4):

Tabla 4. Actividades enzimaticas producidas por Aspergiffus sp FP-470 en
diferentes fuentes de xilancs.

—  Acuvidad
Fuente de Xilanolitica | Celulaiitica Endo- Exo- Amilolitic
xilanos pectinolitica pectinclitica a
U/mi Uimi Uiml U/ml
mg/mi
e e e e e ]
Xilanos de
abedul 27.62 ND' ND ND ND
Xilancs de
avena 19.17 0.88 ND 1.84 ND
Hemicelulosa 16.67 1.89 ND 476 ND
Olote 39.56 7.31 022 967 1.4
Salvado de
trigo 17.16 2.95 ND 510 ND

rND: no detectada

E! hongo no produjo actividad celulotitica en el medio con xilanos de abedul,
mientras que en xilanos de avena la actividad fue apenas cuantificable (0.88 U/ml),
en el medio con hemicelulosa fue 1.88 U/ml, en olote fue de 7.31 U/mi y en salvado
de trigo de 2.95 U/ml. En los dltimos dos casos, la actividad celulolitica que produjo

Aspergillus sp FP-470 represento el 17.5%, con respecto a la actividad xilanolitica.
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Por otro lado, este microorganismo produjo actividad pectinolitica y amilolitica,
unicamente en el medio con olote de maiz a bajos niveles, con respecto a la

actividad xilanolitica.

Para poder comparar el perfil de proteinas extracelulares de Aspergillus sp FP-470
que produjo en las fuentes de xilanos se realizd un gel de electroforesis en
condiciones desnaturalizantes (figura 7a). Los carriles que corresponden a filtrados
del medio con xilanos de abedul, de avena y hemicelulosa presentaron un perfil de
proteinas semejante en cuantc al nimero de bandas, mientras que en los medios
de olote de maiz y salvado de trigo se observé un nimero mayor de bandas,

resaitando algunas en la zona de 30, 40 y arriba de 60 kDa.

[ T ——— R e e e e e r———— T l

kDa a | b ¢

1 2 3 4 5 1 2 3 4 51 2 3 4 5

L N -
Figura 7. Gel de poliacrilamida de proteinas extracelulares de Aspergiflus sp. FP-

470 producidas en diferentes fuentes de xilanos. La cepa se incubé a 37°C, 100 rpm pH 5.
a) Gel de electroforesis de poliacrilamida al 10%, en condiciones desnaturalizantes, b) gel acoplado de
agarosa al 1%, con RBB-xilanos al 0.4%, para detectar actividad xilanotitica “in situ” y ) gel de poliacrilamida
al 10%, sumergido en solucién de almidén al 1%, para detectar actividad amilolitica “in situ” , de los filtrados
extracelulares linea 1, xilanos de abedul; 2, xilanos de avena; 3, hemicelulosa; 4, olote de malz; §, salvado de
trigo.
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El gel para RBB-xilanos se realizé para identificar bandas de proteina con
actividad xilanolitica de los filtrados extracelulares de Aspergiflus sp FP-470 (figura
7b). En todos los carriles se aprecia un halo de hidrélisis que corresponde a una
proteina de 22 kDa. Cabe mencionar que una endoxilanasa de 22 kDa se
sobreproduijo cuando se cuitivd a Aspergillus sp FP-470 a una temperatura extrema
de 45°C (Mendicuti et a/. 1997). Los autores mencionaron que esta proteina podria
ser esencial para e! crecimiento e hidrolisis de xilanos en este microorganismo.

En el medio de olote (figura 7, carril 4) se observan otras zonas de hidrdlisis, que
corresponden a proteinas de 38, 54 y 70 kDa. aprox. Esto significa, que en esta
fuente de carbono. la cepa presentd la capacidad de producir varias xilanasas.
mientras que en otras (por medio de esta técnica) solamente se detectd una sola
banda con actividad xilanolitica. El hecho de que los microorganismos produzcan
varias xilanasas no es sorprendente considerando la heterogeneidad de los
sustratos, ya que para la hidrdlisis es necesaria la accidn cooperativa de varias
enzimas con actividad xilanolitica, tal como se ha observado en otros Aspergillus
(Frederick et al. 1985, Khana et al. 1995; Sunna y Antranikian, 1997, Wong et al.
1988).

Ei ge! acoplado de aimiddn se realizd para detectar bandas de proteinas con
actividad amilolitica (figura 7c). En el carril que corresponde al filtrado de xilanos
de avena se observa un halo de hidrdlisis que corresponde a una proteina de 28
kDa, an hemicelulosa y salvado de trigo se observan dos halos a |a altura de 34 y
45 kDa y en olote ademas de estas dos bandas se detecté una mas de 48 kDa. En

el filtrado de xilanos de abedul no se detectd actividad amilolitica.

Por lo que la composicion de la fuente de carbono fue determinante en la
produccidén de diferentes sistemas enzimaticos. Aspergillus sp FP-470 produjo
varias xilanasas en olote de maiz, posiblemente por la heterogeneidad de esta
fuenie de fuente de carbono. El usc potencial de los filtrados extracelulares
depende de las actividades enzimaticas que contienen, asi como de la produccion

de xilanasas.
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7.2 Crecimiento y actividad xilanolitica de Aspergillus sp FP-470

cultivado en olote de maiz en un fermentador de 14 L.

Una vez establecido que Aspergifius sp FP-470 crecié y produjo la mayor actividad
xilanolitica en olote de maiz se realizd una fermentacion con esta fuente de
carbono en un fermentador de 14 L. con la finalidad de obtener una cantidad

considerable de filtrado extracelular de un solo lote para usarlo en la purificacion.

En el transcurso de esta fermentacién se observaron dos fases (figura 8). En la
primera fase el crecimiento de Aspergillus sp FP-470 aumentd de manera
exponencial hasta las 26 h de incubacién a un valor de 260 mg/m! y el pH del
medio se incrementd de 51 a 6.5 E! microorganismo no produjo actividad

xilanotitica en las primeras 8 h, pero a las 26 h aument6 a 70.13 U/mi.

En la segunda fase que comprendid de las 26 h a las 72 h, el crecimiento del
hongo se detuvo, del mismo modo el pH y la actividad xilanolitica no se

modificaron.

En el fermentador el microorganismo crecié con mas eficiencia, en tiempos mas
cortos y produjo una actividad xilanolitica casi del doble que ia obtenida a nivel de
matraz. Este tipo de comportamiento es semejante al que presentd la cepa de
Aspergillus niger en un fermentador de 14 L, donde la produccion de la actividad
xilanolitica registrd un importante incrementé a partir de las 30 h de incubacion y
se detuvo a las 60 h aproximadamente (John ef al. 1979). Por otro lado, estos
reportado por Kadowaki et af (1997), en donde el
crecimiento y produccion de la actividad xilanolitica de Aspergillus sp se

incrementaron en tiempos mas prolongados, alrededor de las 72 h.
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Figura 8. Crecimiento y produccion de actividad xilanolitica de Aspergilfus sp FP-

470 cuttivado en olote de maiz al 1% en un fermentador de 14 L, a 37°C, 200 r p m, 1 vvm, durante 72 h.
Crecimiento celular (T}, actividad xilanolitica (@) y pH (7).

Con el fin de observar |a aparicion de las xilanasas que produce Aspergilius sp FP-
470 en el fermentador se elaboraron geles de electroforesis en condiciones
desnaturalizantes y de actividad xilanolitica “in situ” del filtrado extracelular a
diferentes tiempos (figura 9). En el gel de proteinas se observaron bandas a partir
de las 26 h, las cuales se mantuvieron iguales el resto de la fermentacion. De la
misma manera, en ei gei de actividad se observaron halos de hidrélisis a las 26 h
de 22, 36 y 60 kDa (figura 9b). Estos pescs moleculares corresponden a las
xilanasas de esta cepa cuando se crecid en matraces de 500 mi (figura 7b, carril
4),
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Figura 9. Cinética de produccion de enzimas extracelulares de Aspergillus sp FP-

470 cultivado en olote de maiz al 1% en un fermentador de 14 L, a 37°C, 200 r. p. m, 1 yvm, durante 72 h. {a)
Gel de electroforesis de poliacrilamida al 12%, en condiciones desnaturalizantes, (b) Gel acoplado de agarosa
al 1%+RBB-xilanos al 0.4%, para detectar actividad xilanolitica “in s/t de los filtrados. Linea 1, 126 (26 horas,
tiempo de incubacién); 2, t50; 3, {72.
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7.3 Purificacion de la xilanasa de Aspergillus sp FP-470.

El filtrado extracelular que produjo Aspergilfus sp FP-470 el fermentador con olote
de maiz presentd varias xilanasas por lo que se procedio a fraccionario mediante
diferentes pasos cromatograficos en un sistema FPLC (Fast Performance Liquid
Cromatography) con la finalidad de purificar al menos una xilanasa para

caracterizarla bioquimicamente y estudiar su efecto en panificacién.

El filtrado extracelular con actividad especifica de 141.84 U/mg de proteina se
concentré alrededor de 10 veces por ultrafiltracion con una membrana PM10. Las
fracciones que se obtuvieron se nombraron como: el retenido y el permeado. El

permeado contenia el 4% de la actividad xilanolitica y el retenido el 96% (tabla 6).

Un mililitro del permeado se inyectd a una columna de intercambio anidnico,
Resource “Q”. La muestra se resolvid en cinco picos con actividad xilanolitica, los
cuales se nombraron de acuerdo a su orden de elucidn (figura 10). El pico I eluyé
al lavar ia columna con solucién amortiguadora de Tris-HCI 20 mM pH 7. Los otros
picos eluyeron al aplicar el gradiente de NaCl; el pico II efuyé a una concentracion
de 0.15 M: el pico Ill a 0.18 M de NaCl y los picos IV y V eluyeron a una

concentracion de 0.24 y 0.34 M de NaCl, respectivamente.

Este orden de elucién sugirié que las xilanasas del pico I que no se adsorbieron en
la resina tenian una carga eléctrica de superficie parcial positiva y que las
xilanasas que se absorbieron presentaron una carga parcial negativa (Orjuela,

1998). La eleccidon de esta resina como primer paso cromatografico fue debido a

nrt

el pico I retuvo el 64% de actividad y a ia buena resoiucion que presento {tabla

\.{u
6). Posiblemente este pico ya no contenia muchas proteinas, ni todas las xilanasas

(]

de la muestra que se inyectd. Por lo que, las fracciones del pico I se mezclaron,

dializaron, liofilizaron y se cargaron a una columna de intercambio cationico,
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Carboximetil-Sepharosa (CM-Sepharosa), previamente equilibrada con una
solucion de amortiguadora de acetatos 20 mM a pH 5. Luego de aplicar la muestra,

la columna se lavd y eluyd con un gradiente de NaCideOa1 MpHS.
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Figura 10. Cromatograma de elucién de la columna Resource “Q" del filtrado

extracelular de Aspergilfus sp FP-470, cultivado en olote de maiz al 1% en ef fermentador de 14
L, &37°C,200r. p.m, 1 vwmypH 5. La columna fue equilibrada con Tris-HCI 20 mM a pH 8, con un flujo de
1 mi/min y un gradiente de elucién de NaCl de 0.0 a 0.5 M. Se colectaron fracciones de 3 ml. Absorbancia a
280 nm, { O } y actividad xilanclitica, (@ ).

El cromatograma de la columna de CM-Sepharosa presentd tres picos de proteina
a 280 nm. El pico I-b (se nombré de esta manera porque proviene del pico I de la
columna Resource “Q") fue el que presentd actividad xilanolitica y eluyd a una
concentracion de 0.4 M de NaCl (figura 11}.
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Figura 11. Cromatograma de elucién de la columna de Carboximetil-Sepharosa del

pico I de Resource “Q". La resina se equilibré con una solucién amortiguadora de acetatos 20 mM a

pH 5, apiicando un gradiente NaCl de 0 a 1.0 M a pH 5. Densidad éptica a 280 nrm, { O ); actividad xifanolitica,
(@)
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Tabla 6. Cuadro de purificacion de la xilanasa purificada de Aspergitius sp FP-470.

Pasos Actividad | Proteina Actividad Factorde | Porcentaje de
Total Total Especifica | Purificacion | Recuperacion
Uror mgror U/mg
Filtrado
extracelular 820,000 5781.0 141.84 1 100
Concentrado’ 795,300 471.81 1685.72 11.88 96

Resource “Q”
Pico 1 528,000 1.66 3178.52

N
B
g

CM-Sepharosa
Pico I-b 327,000 0.731 447 .02 31.53 40

T: retenido que se obtuvo por uftrafittracién.
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De esta manera, se purificd una xilanasa de 22 kDa, alrededor de 31 veces y el
porciento de recuperacion de actividad fue de 40%. (figura 12, carril 3 y 4). Esta
proteina se nombrdé como xil22 y su pureza se consideré aceptable para realizar la
caracterizacién bioguimica.

kDa

Figura 12. Peso molecular de la xilanasa purificada de Aspergillus sp FP-470. El gel
de poliacrilamida al 10% se corrid en condiciones desnaturalizantes. Linea 1, marcadores de peso molecular; 2,
filtrado completo; 3, pico I-b, obtenido en la columna de CM-Sepharosa; 4, actividad xilanolitica “in situ™del pico
I-b, en un gel de agarosa al 1% y RBB-xilanos al 0.4%.

Es importante destacar que A. niger A. nidulans y A. sp también producen
endoxilanasas con un peso molecular de 22 kDa (Ganju et al. 1989; van Paridon et
al. 1992, Fernandez-Espinar et al. 1993, Khanna et a/. 1995). También se han
purificado xilanasas con pesos moleculares muy cercanos como: Streptomyces sp
A451 que produjo una endoxilanasa de 22.8 kDa (He et al. 1993), Trichoderma
harzianum de 20-29 kDa (Wong et al. 1988), Chaetomium thermophile de 26 kDa
(Ganju et al. 1989) y Aeromonas caviae de 20-33 kDa (Kilunga et al. 1994), Baciflus
sp, cepa k-1 de 23 kDa (Ratanakhanokchai et al. 1999), entre otros.
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De acuerdo a la clasificacién hecha por Gilkes et al (1991), xil22 pertenece a la
familia G (11). Diferentes xilanasas de esta familia se han usado en pruebas de
blanqueo/biopulpec y han incrementado la brillantez del pape! (Clarke et al. 1997).
En |a elaboracion de alimentos para animales de granja, el uso de una xilanasa de
22kDa (281 aminoacidos) logré reducir la viscosidad en alimentos ricos en xilanos
e incrementd la absorcion de los nutrientes. Asi mismo, Maat et al {1992)
describieron e! efecto mejorador en panificacion de una endoxilanasa de 211
residuos de aminoacidos (22 kDa) producida por Aspergillus niger var. awamori, ya
que incrementd el volumen especifico de los panes. Por lo que. xil22 se podria

usar en alguno de estos procesos esperando buenos resultados.

Cabe mencionar que se intentaron usar otras resinas, como la G50-G150 de
Sephadex, High S (Bio-Rad) y DEAE-Sepharosa (Pharmacia), pero no se
obtuvieron buenos resultados. En algunos casos, la muestra se adheri
fuertemente a la resina, lo que hizo casi imposible desadsorberla con actividad,
aun al aplicar el gradiente de NaCl 1M. En otros casos, la resina se compacto al
contacto con la muestra y al aplicarle el flujo poco a poco se tapaba. Estos
problemas posiblemente se deban a la naturaleza de los soportes que estan
fabricados con derivados de celulosa como Sephadex, Sepharosa, etc, que al
entrar en contacto con xilanasas pierden sus propiedades mecanicas (Wang et al.
1993; Nordberg et al. 1998).
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7.4 Caracterizacién bioquimica de la xilanasa purificada de

Aspergillus sp FP-470.

La caracterizacion bioquimica de xil22 se realizd para conocer algunas de sus
propiedades, como pl, pH y temperatura 6ptimos, estabilidad con diferentes iones,
etc., para su mejor manipulacion y establecer sus posibles usos potenciales en

procesos industriales.

7.4.1 Determinacién del pl

El p} de xii22 fue 8.9, aproximadamente (figura 13). La mayoria de las xilanasas
presentan valores de pl que van de 4 hasta 10.5. Entre las xilanasas de pi basico
encontramos a las de Trichoderma viride de pl 10.3 (Bailey et al. 1992), de
Fusarium oxysporum de pl 8.5y 8.45-8.7 (Christalopoulos et al. 1996) y Aspergilius
niger de pi 8.6 y 9 (Fournier et al. 1985; tabla6y 7).

Wong et al. {1988) mencionaron que una de las finalidades de determinar el pl en
las xilanasas es para comparar las diferentes xilanasas que produce un
microorganismo con las de otro con pl semejantes como las de T. harzianum ES8
de pl 9.5, 9.4 y 8.5 que podrian corresponder a xilanasas que produce T. reesei
con pl de 10.3, 8.6 y 8.5. También clasificaron a las endoxilanasas de acuerdo a la
relacién de su p! y peso molecular. De acuerdo a esta clasificacién xil22 caeria
dentro de la categoria de xilanasas basicas/ peso molecular bajo (8.9/22). Ei
objetivo de esta clasificacion es para identificar y predecir las funciones que cada
categoria realiza en la hidrolisis de xilanos. Por ejemplo, la endoxilanasa de
Aspergilius de 26 kDa/7.2 (Khana et al. 1995), dos de Fusarnum oxysporum
20.8/9.5 y 23.5/8.45-8.7 (Cris
13/8.6 y 13/9.0 (Fournier et al. 1985) hidrolizan oligosacaridos de cadena larga con
un GP de 4, producen xilobiosa en menor proporcion, se unen a la celuiosa
cristatina pero no a los xilanos insolubles, rompen preferenciaimente las uniones
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internas glicosidicas por lo que presenta un modo de accién endo y ninguna actia
contra xilotriosa.

Por otro lado, se ha observado que las enzimas se unen a su sustrato especifica 6
inespecificamente, lo que depende de diversas interacciones como: fuerzas
electrostaticas, hidrofébicas, puentes de hidrogeno, etc. Se ha encontrado que dos
xilanasas de Aspergillus oryzae se unen en forma diferente a xilanos insolubles
dependiendo de su pl. La xilanasa con pl 6.9 se uni6 mas rapido que la xilanasa
que mostrd un pl de 4.9. Esta caracteristica se ha observado en otras
endoxilanasas de pl basico. La enzima xil22 pertenece entonces a xilanasas de
bajo peso molecular y pl basico, por 1o que podria presentar un comportamiento

hidrolitico similar, asi como un modo de accién endo.

Figura 13. Isoelectroenfoque de xil22. (a) Gel de poliacrilamida al 10%, se corri6 en condiciones
nativas. (b) Gel Acoplado de Agarosa al 1% + RRB-xilanos al 0.4%. Linea 1, filtrado completo; 2, xil22.
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7.4.2 Efecto de la temperatura en la actividad y estabilidad de la xilanasa
purificada

Para llevar a cabo reacciones con xil22 es preferible hacerlo en sus condiciones
dptimas de incubacién. Del mismo modo, es importante saber la estabilidad de la
enzima a diferentes temperaturas de incubacién para determinar las mejores
condiciones de almacenamiento. Al evaluar fa temperatura optima del ensayo de
xil22 se encontrd que fue de 80°C. A 25°C se obtuvo la temperatura mas baja que
fue el 13%, con respecto a la maxima actividad. A 80°C presento solo el 7%.
mientras que a 92°C no présentd actividad xilanolitica {figura 14). .De acuerdo a Ia
grafica se puede considerar COMQ la regién de actividad &ptima del ensayo entre

50 y 60°C.
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Figura 14. (a)}

Aspergilius sp FP-470. La determinacidn se realzé en solucién amortiguadora de acetatos 0.17 N & pH
5.0, incubando en las temperaturas indicadas y usando el método de azicares reductores con DNS. EI 100%
de 1a actividad xilanalitica corresponde al 388 U/m!. {b) Grafica de la ecuacion de Arrhenius para calcular la
energia de activacién. Los valores de la ecuacién de 1a recta fueron: y=-3180.65x + 12.31. R?= 0.96.

tima del ensayo de la xilanasa purificada de
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La mayoria de las xilanasas de microorganismos mesofilicos como este presentan

su maxima actividad entre 40 y 65°C, por ejemplo, las xilanasas de Aspergiflus

niger (van Paridon et al. 1992), Aspergillus nidulans {Fernandez-Espinar et al
1993), Trichcderma harzianum ES8 (Sunna y Antranikian, 1997) y Baciflus sp k-1

(Ratanakhanckchai et a/ 1999) que coinciden con una temperatura optima de

60°C.

A partir de la curva de temperatura optima se calculd el valor de la energia de

activacion (Ea) de acuerdo con la ecuacion de Arrhenius (figura 14b). El valor de 1a

Ea fue 60.80 kJ/mol en el intervalo de 20 a los 60°C. Algunas xilanasas del género

Aspergiflus presentan valore de Ea en un amplio rango que va de 10 hasta 460

kJ/moil (tabla 7).

Tabla 7. Energias de activacion de (1 -4) xilanasas del género Aspergillus

Microorganismo

A. niger

A, niger
A. niger

A. niger

A. niger

A. ochraceus
Aspargillus sp
FP-470

xilanasa

pl 4.5

pl 4.5

pl 8.6
pl 8.0

24 kDa

48 kDa
22

Sustrato en donde

se realizé fa
determinacion

xifanos de haya

xilanos de haya

xilanos de haya
xilanos de haya

xilanos de avena

desechos agricolas

xilanos de abedul

Energia de
activacién
kJ/mol
331

4601

30.41
38.80

9.6

452
60.80

Referencia

Shei et af. 1985.

Shei ef al, 1985.
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Se estudio la estabilidad térmica de xil22 dentro de un rango de 25 a 8C°C (figura

15). Entre 25 y 40°C ccnservé el 100% de la actividad, a 50°C disminuyd hasta un

35% y a 65°C perdio totalmente su actividad. Este comportamiento de estabilidad a
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la temperatura de xil22 es similar a xilanasas de Micrococcus, que a 40°C fue muy
estable pero a 45°C perdié el 20% y a 50°C perdio el 60% de su actividad
(Gessesse y Mamo, 1998). Las xilanasas de Aspergillus, generalmente, presentan
baja estabilidad térmica. como en este caso, que a partir de los 45°C empiezan a
desnaturalizarse. con la consecuente pérdida de su actividad (Fernandez Espinar
et al. 1993).
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Figura 15. Estabilidad térmica de la xilanasa de Aspergifius sp FP-470. La enzima fue
incubada a diferentes temperaturas (25-90°C), durante 30 min. en solucién amortiguadora de acetatos 017N
pH § y se determind la actividad residual (xil22 sola, Q }. De la misma manera se procedid cuzndo se evalué
ol efecto del xilanos de abedul at 1%, { M ); glicerol al 10%, ( A }y sorbitol al 10% (¥ ).

. il
I oe datoe de estabilidad de la xilan

que la enzima es astable a temperatura ambiente y no hay riesgos de que pierda

su actividad si se manipula por abajo de los 40°C durante periodos prolongados.
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En algunos procesos industriales como en la elaboracion de cerveza, se requiere
de enzimas estables a 72°C (temperatura a la cual se lleva a cabo la sacarificacion
del mosto). Por otro lado, en la industria de la pulpa y del papel. también se
requieren de enzimas termoestables, ya que la deslignificacién se lleva a cabo a
temperaturas de 70 a 80°C. Por esto, xilanasas de baja estabilidad térmica no son
Utiles para estas aplicaciones. Este problema se ha solucionado con la adicion de
termoprotectores como los mismos xilanos y el glicerol, observandose que !a
estabilidad aumenta sustancialmente al someter a las xilanasas a altas
temperaturas (Angelo et al. 1997; Chandra y Chandra. 1996). Mendicuti et al
(1997) reportaron que xilanos de abedul incrementaron la estabilidad de las
xilanasas de Aspergillus sp FP-470 en un 80 a 85%. Por lo que se evaluo el efecto
de xilanos de abedul al 1%, glicerol y sorbitol al 10%, que podrian funcionar como

protectores y mantener la estabilidad de xil22 (figura 15).

Los resultados muestran que la estabilidad térmica aumentd en presencia de
xilanos de abedul, ya que mantuvo el 100% de actividad a 55°C y sin protector solo
retuvo el 30%. Con glicerol y sorbitol mantuvo el 100% de su actividad hasta los
50°C y sin protector mantuvo el 70%. Por lo que en los casos en que se utilizo un
protector, la estabilidad térmica de xil22 se conservo a temperaturas mas altas. El
aumento de estabiiidad en presencia de aigunos compuestos se debe
posiblemente a la proteccién del sitio catalitico de la enzima, lo que ocasiona que

la actividad se retenga a al aumentar la temperatura.

7.4.3 Decaimiento térmico

E! decaimiento térmico de xil22 a 60°C fue muy drastico, ya que a los 6 min de
incubacion perdié cerca del 50% de su actividad (figura 16). este tipo de
comportamiento se denomina de primer orden (Fernandez-Espinar et al. 1993;
Frederick et al. 1985). El tiempo de vida media (l1) fue de 7.5 min y mantuvo el

14% de la actividad a los 25 min de incubacién y tan sclo el 5% a los 90 min.
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En ia curva que corresponde a 50°C se cbservan tres pendientes que podrian
deberse a la desnaturalizacion gradual de la enzima debido a la ruptura de los
enlaces no covalentes, se descarta la posibilidad que sea por la accion de

proteasas, ya que no se encontraron en la muestra de xil22.
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Figura 16. Decaimiento térmico de xil22 de Aspergillus sp FP-470 a 50 y 60°C. La
enzima se incubé en solucion amortiguadora de acetatos 0.17 N a pH 5 durante fos diferentes tiempas y se le
determind La actividad xilanoiitica residual. S0°C { O )y 60°C (@)

' a primera pendiente fue 'a mas pronunciada (abarca de 0 a 30 min), donde xii22
enzima pierdo el 30% de su actividad. En la segunda pendiente (45 a 180 min), la

enzima perdié otro 39% de su actividad; y en la tercera pendiente la actividad el
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decaimiento se mantuvo constante y perdid en total el 70% de su actividad. La vida
media de la enzima en estas condiciones fue de 130 min, aproximadamente. Este
valor fue 20 veces mayor al ty, a 60°C. Fernandez—Espinar ef a/ (1293) observaron
un comportamiento similar en una xilanasa de Aspergiflus sp. la cual se inactivo a
los 6 min. cuando se incubd a su temperatura optima de 62°C. A 50 y 55°C también
se incremento el ty», siendo de 40.6 y 2 h, respectivamente. Asi también, dos de
las xilanasas que produce Aspergiflus sp también se inactivaron en un tiempo de
15y 7 min a 60°C (Khana ef a/. 1995).

En la industria de I_a panificacidn se han usado enzimas con una temperatura
optima de 45°C (Monfort v et al. 1996) y 60°C (Fernandez Espinar et af. 1896 y
1993). La xilanasa reportada por Fernandez-Espinar et a/ (1996) retuvo el 15% de
su actividad a 70°C y se inactivo a fos 6 min. de incubacién a su temperatura
optima (60°C). Se ha observado que la desnaturalizacién de enzimas para
. panificacion empieza entre 54-70°C y se inactivan completamente a 94°C (Debyser
et al. 1998; Martin y Hoseney, 1991). Aparentemente, para esta aplicacién no son
necesarias enzimas con una gran estabilidad térmica ni con una temperatura
optima alta. Xil22 no presenta alguna desventaja al respecto y se podria usar

durante el proceso y mantenerse activa.

7.4.4 Efecto del pH sobre la actividad y estabilidad de la xilanasa purificada.

De la misma manera que la temperatura, el pH optimo es una caracteristica
importante para conocer las condiciones dptimas de reaccion de la enzima. Asi
mismo, su estabilidad a diferentes valores de pH permite saber en gque rango la

enzima se puede manejar sin que pierda su actividad.

Al evaluar el pH optimo del ensayo de la xilanasa se observo que la maxima

actividad fue a pH de 5.5, abajo de este valor se presentd ei 80% de actividad, y a
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pH entre 6.0 v 7.0 retuvo el 95%, aprox. Fuera de estos valores, la actividad de
xil22 disminuyd el 70% (figura 17). Esta enzima se puede manejar dentro de un

rango de pH 5 a 7.5 sin que pierda mas del 50% de su actividad.
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Figura 17. pH dptimo de actividad de la xilanasa de Aspergillus sp FP-470. La enzima
se incubd a diferentes pHs de 2.5 hasta 11 a 60°C, durante 10 min. Los amortiguadores que se utilizaron
fueran: glicina-HCl de 2.5 2 3.5 { @ ); acetatos de 3.5a 5.5 ( O ), Tris-maleatos 5.5 a2 8.5 (W); glicina-NaCOH
8.5a 11( < ), a una concentracién de 0.05 M.

La mayoria de xilanasas de origen fungal presentan un pH optimo entre 4.0y 6.5.
Asi, xilanasas de Aspergillus nidulans, Aspergillus sp, Bacillus BP-23 y Micrococcus
sp AR-135 presentaron el mismo valor de pH éptimo de 5.5 (Fernandez-Espinar et
al. 1993 Ratakhanokchai et al. 1999; Blanco et al. 1995, Gessesse y Mamo, 1998).
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E! efecto del pH sobre la estabilidad de la enzima se realizd incubandola a 4 y
25°C por 24 h. a los diferentes pH: después de este tiempo se midid la actividad
residual. En la figura 18 se observa que a 4°C la enzima presentd mas del 50% de
su actividad en un rango de 5 a 10.5 unidades de pH. La estabilidad fue mayor
cuando se incubd a 25°C y conservd el 80% de su actividad en todo los pH's que

se probaron.
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Figura 18. Estabilidad al pH de la xilanasa de Aspergillus sp FP-470. ta enzima se
expuso a diferentes pH en una rango de 2.3 a11.5, en las soluciones amortiguadoras que se mencionan en el
parrafo de pH optimo, a dos temperaturas 4 y 25°C, durante 24 h. Después de este tiempo se midié la
actividad residual.

Una xilanasa de A. fumigatus presentd el mismo comportamiento en un rango de 4
a 12 unidades de pH (Kitpreechavanich et al. 1984); asi una de A. ochraceus
hiperxilanolitica en un rango de 5 a 10 (Biswas et al 1990). Las enzimas

xilanoliticas con actividad, estabilidad a temperaturas y pH alcalino son requeridas
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para la aplicacién de algunos procescs industriales: en el blanqueo de la pulpa.
ayudan a disminuir fa cantidad de acido necesario para la hidrélisis de los
desechos agroindustriales (ya que !os xilanos son solubles a pH alcalinos), en la
obtencién de azicares fermentables y en su bioconversion (Breen y Singleton,
1999 Gessesse y Gashe, 1997, Gessesse y Mamo, 1998). Sin embargo en otras
aplicacicnes, como en ia elaboracién de dietas para animales de granja el uso de
xilanasas alcali-tolerantes no son de gran utilidad, ya que se requieren enzimas
capaces de actuar a pH acido, alrededor de 3, debido a que la digestion se lleva a
cabo en condiciones acidas (Krengel y Dikstra, 1996: van Paridon et al. 1992).
Xil22 no podria usarse en ninguno de los dos casos ya que es estable apH 45y

pH 8.5, pero con muy poca actividad.

En la panificacion se han usado enzimas xilanoliticas con una estabilidad de 4 a 9
unidades de pH: asi por ejemplo, la endoxilanasa de Aspergiflus sp retuvo el 90%
de su actividad a pH de 5- 67 y presenté un efecto mejorador en panes
(Fernandez-Espinar et al. 1993; Monfort ef al. 1996). Una de las enzimas
caracterizadas y aplicadas en panificacion fue la lipasa recombinante de G.
candidum con pH 6ptimo de 8.5 y estabilidad a pH 5-9 del 20 al 40% (Monfort et al.
1999). Por estos antecedentes, xil22 si podria usarse para esta aplicacidn ya que
no se requieren enzimas con una gran versatilidad al pH, sino gue se mantengan

estables a pH cercanos a la neutralidad.

7.4.5 Efecto de iones metalicos en la actividad
Muchos compuestos, entre los que destacan los iones metalicos se encuentran en

forma natural y pueden presentar diversos efectos sobre las xilanasa, desde
negativo  pronunciado,  inhibiendo compietamente  1a actividad; positivo,
incrementando !a actividad; hasta necesario. funcionando como cofactores, que se
utilizan para que las enzimas lieven a cabo su funcion (Bastawde, 1992).
Enseguida se presenta el efecto del KC! y del NaCl sobre la actividad de xil22
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(figura 19). El KCI presentd un aumento del 10% a concentraciones de 50 a
100mM sobre la actividad de xil22. Por su parte, el NaCl disminuy6 la actividad un
10% de 10 a 80mM y el 30% a 100 mM.

El efecto positivo del KCI, ha sido reportado en xilanasas de Aspergillus ochraceus

en concentraciones semejantes (Biswas et al. 1990; Chandra y Chandra, 1996).

120 - ;
S |
g |
T 1000 .
D . |
Y |
84
o :
O !
S 80 .
2 |
AL
>
g
5 60~ -
2
I3] ! ! ! | [
< 0 20 40 60 80 100 120

Concentracion (mM)

Figura 19. Efecto de la concentracion de KCIl y NaCl sobre la actividad de la

xilanasa. A 1a mezcla de reaccién de 0.5 mi de xilanos de abedul, 0.4 mi de solucion amartiguadora de
acetatos 0 17 N a pH 5, se le adicion¢ el idn correspondiente a las diferentes concentraciones de 10 a 100
mM, enseguida se le afadié 0.1 mi de la enzima y se determind la actividad residual. KC| {0}y NaCl (@)

Con respecto al NaCl, su efecto inhibitorio es claro, posiblemente fue debid a la
fuerza iénica que ejercid sobre la xilanasa, 1o cual resulta importante ya que en
algunas aplicaciones es comun adicionar sales. Por ejemplo, en las masas de
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panificacién, et NaCl se utiliza como agente saborizante para contrarrestar el sabor
duice de los edulcorantes. Fortalece el gluten por que modifica {a fuerza idnica de
las proteinas. También baja ligeramente la actividad del agua (Aw), por lo que sirve
como agente conservador. Las cantidades generalmente utilizadas varian de 10-20
mg (Serna, 1996). La concentracién de 100 mM equivale a 544 mg (que
representa la mitad de! uso recomendado). Por fo que se esperaria que a 10 mg
(nivel minimo usado), la actividad de la enzima se vea afectada al usarla en Ia

panificacién. lo que se debe de considerar al momento de la formulacién del pan.

Se probaron también sales divalentes (tabla 8). La xilanasa en presencia de Ba®",
Mg®" y Ca** a una concentracidén de 10 mM conservd su actividad en un 82, 78 y
B4%, respectivamente. Este efecto negativo fue mas marcado cuando se probaron
concentraciones de 20 mM. La enzima resulté con una actividad residual de 60, 60

y 35%, respectivamente.

Tabla 8. Efecto de los iones metalicos en la actividad de |a xilanasa
de Aspergillus sp FP-470.

6n Actividad Residual %
[10mM]’ [20mM]
Control 100 100
Ba~® 82 60
Mg~ 78 60
Ca™ 64 35
= 22 0
Co™ 27 0
Cu™ 0 0
Fe** 35 0

La actividad residual de xil22 en presencia del Zn**, Co **, Cu® y Fe** a 10 mM
disminuy6 a un 22, 27 0 y 35%, mientras que a una concentracion de 20 mM el

efecto fue mas severo e inactivaron totaimente a la enzima. Resumiendo, xii22 no
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necesité de ninguno de los iones probados como cofactor. El efecto negativo sobre
la actividad de xil22 fue mas severo al aumentar la concentracion del idn.

Los resultados de la tabla 8 son similares a los obtenidos con xilanasas de
Aspergillus, Bacillus y Micrococcus, donde el Cu™, Co*", Zn™y Fe¥® a1 mM
inhibieran la actividad un 26, 17, 10 y 84%, respectivamente y en Micrococcus en

99%, 40%, 57% (Frederick et al 1985; Gessesse, 1998, Gessese y Mamao, 1998).

7.4.6 Efecto de carbohidratos en {a actividad de xil22

Algunas enzimas se inhiben 6 activan por la acumulacion de sus productos de
hidrolisis. En xilanasas se conoce poco al respecto, uno de los casos que se han
estudiado reveld que xilanasas de Sporotrichum dimorphosporums fueron
afectadas por xilobiosa y por su andlogo no hidrolizable, la 4-tioxilobiosa. Esto
sugirid que las xilanasas son reguladas por pequenos fragmentos producto de la
hidrolisis de xilanos médiante un mecanismo alostérico (Biely et al. 1992). En la

tabla 9 se muestra la actividad relativa de xil22 en presencia de algunos azucares.

Tabla 9. Efecto de carbohidratos en ta actividad de xil22.

Sustrato Actividad Relativa
%

Xilano 100

Xilano+ramnosa 99.20
Xilano+celobiosa 84.30
Xilano+galactosa 50.90
Xilano+arabinosa 47.50
Xilano+glucosa 42.20
Xilano+xilosa 37.70

La mazcla de reaccion se incubd a 50°C durante 10 min. a pH 5,
en presencia de cada uno ios carbohidratos a una concentracién
final de 10 mM y se determind la actividad residual.

Estos resultados mostraron claramente que monosacéridos de polisacaridos que
son constituyentes de ia pared celular en vegetales como xilanos y B-glucanos
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inhibieron la actividad de xil22 cerca del 50%. lo que sugiere que esta enzima
puede ser regulable por sus productos de hidrolisis. Este tipo de efecto es comun
en complejos enzimaticos semejantes, ya gque productos de hidrolisis de cierta

enzima pueden inhibir y/o activar a otras enzimas del mismo sistema enzimatico.

7.4.7 Efecto de la actividad y selectividad de xil22 sobre diferentes sustratos
Una propiedad de interés en las xiianasas es su accion contra diferentes sustratos

(tabla 10). Xil22 presentd una mayor actividad xilanolitica en xilanos de abedul,
xilanos de avena. 4-O-metil-D-glucuronoxilano y hemicelulosa. En olote obtuvo la
menor actividad. En sustratos con celulosa (carboximetilcelulosa, celulosa
microcristalina, papel filtro) no presenté actividad xilanolitica, lo que significa que
xil22 no tiene la capacidad de degradar a la celulosa; asi como tampoco al almidén
ni al arabino-galactanc.

La ausencia de actividad en sustrates con celulosa, e confiere a xil22 aplicaciones
potenciales en la industria del papel y en la textil, donde se requieren xilanasas sin
actividad contra materiales celuldsicos (Clarke ef al 1997). Las constantes
cinéticas de xil22 se determinaron en sustratos donde presentd actividad. La Km
de xil22 para el 4-O-metil-D-glucuronoxilano fue la menor (1.9 mg/mi), lo que
significa que esta enzima presenté mayor afinidad a este sustrato. Los valores de
Km para otras xilanasas abarcan un amplio rango que va desde 0.24 a 20 mg/mi
(Sunna et a/. 1996).

La xilanasa purificada (xil22) tuvo una Km menor en xilanos de abedul, con
respecto a la de xilanos de avena y hemicelulosa. Generalmente, para el primer
caso, los valores de Km se encuentran entre 2 y 5 mg/mi, mientras que para el
segundo caso se han determinado de 4 a 17 mg/m| (Breccia et al. 1998; Chandray
Chandra, 1996; Kilunga et al. 1994), aunque se encontrd gque una xilanasa de

P, P
[

Fusarium presentd una Km fue de 1 m
comparar las velocidades en estos sustratos, se observd que esta enzima fue mas
activa contra el 4-O-metil-D-glucuronoxilano, seguido de xilanos de abedul, de
avena y por ultimo de hemicelulosa.
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Tabla 10. Actividad y selectividad de xil22 sobre diferentes sustratos.

Sustrato : Actinidad relativa ' Km vmax
E Y% ‘! mg/ml pmoles/minamg de proteina
! |
Xitanos de abedul [ 100 ! 3.80 | 82
Xilanos de avena l 95.54 ! 10 44
4-0-metil-D-glucuronaxitano | 74.27 . 1.90 . 44
Hemicelulosa 3 22,60 : 18 | 17.5
Olote E 4.82 1_ 0 ; 0
Carboximetilcelulosa : 0 E - ; -
Celulosa cristalina : 0 : - ; -
Almidén soluble f 0 - i -
Papel filtro (avicel) | 0 i : 3 :
Arabino-galactano i 0 ! - ! -

i |

La actividad xilanolitica o poder reductor se determiné poniendo en contacto a la xilanasa en cada sustrato al
2%, en solucién amortiguadora de acetatos G 17 N a pH 5, se incubd durante 10 min y se determinaron los
azicares reductores mediante el reactive de DNS. Se utifizé una curva patréon de xilosa para calcular las
unidades de actividad. Las constantes cinéticas se calcularon mediante el método grafico de dobles

reciprocos de Lineweaver-Burk.

Muchas xilanasas purificadas muestran preferencia por xilanos solubles (4-0-metil-
D-glucuronoxilano, xilanos de abedul, xitanos de avena; Fernandez-Espinar ef al.
1993; Sunna et al. 1996). El 4-O-metil-glucuronoxilano no contienen grupos
laterales {acético y/o arabinosa), por o que no presenta sitios ramificados que son
un Oobstaculo espacial para la formacion del complejo enzima-sustrato durante la

catalisis {Gorbacheva y Radionova, 1977ay b).

Por otro lado, xilanos de abedul provienen de madera dura, contienen un grado de
acetilacion del 3% (Tenkanen y Poutanen, 1992) y un porcentaje mayor de xilanos
solubles que de insolubles, 80 y 19%, respectivamente. Mientras que xilanos de
avena, que se obtienen de la cascarilla del grano de avena son menos acetilados
(1%) y contienen igual porcentaje de xilanos solubles e insolubles, 50.4 y 49% (He
et al. 1993).

Las constantes cinéticas mostraron que la selectividad y actividad catalitica de
xil22 dependié de la estructura y solubilidad del sustrato, ya que al ser menos
ramificado y mas soluble fue mas susceptible de ser hidrolizado por esta enzima.
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7.4.8 Productos de hidrélisis

Asi como resulta importante saber la preferencia de la xilanasas sobre diferentes
sustratos, es importante identificar los productos de hidrdlisis para identificar su
modo de accién. La enzima purificada de Aspergillus sp FP-470 se incubo en su
medio de reaccidén (ver Materiales y Métodos) y los productos de hidrélisis se

identificaron en cromatografia en capa fina (figura 20).

Figura 20. Cromatografia en capa fina de los productos de hidrdlisis sobre xilanos

de abedul por ia xilanasa purificada de Aspergilfus sp FP-470. La enzima purificada se
incubd con xilanos de abedul al 2% en solucién amortiguadora de acetatos 0.17 N a pH 5 y 50°C; durante 330
min. Carril 1, productos de hidrélisis de la enzima purificada; 2, arabinosa; 3, xilosa.

La enzima purificada hidrolizé xilanos de abedul en xilooligosacaridos (de cadena),
sin llegar a producir xilosa, 10 que sugiere un modo de accidén endo. Por otro lado,
en la cromatografia se observa la presencia de arabinosa, por lo que xil22 es una
xilanasa desramificante liberadora de arabinosa. Las xilanasas tipo endo han
mostrado ser las mas adecuadas en la panificacion, ya que reducen la viscosidad
de {a masa y ayudan a la hidratacion del gluten, por lo que aumentan el volumen
del pan (Maat et al. 1992; Monfort ef a/. 1996).
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7.5 Aplicacion de la xilanasa purificada en panificacion

La aplicaciéon de xilanasas en panificacién se ha hecho, pero no en todos los casos
se han obtenido buenos resultados, debido a que no todas las xilanasas actuan de
la misma manera, por 10 que se evalud el efecto de xil22 en ia panificacidn xiZ22.
asi como del filtrado extracelular completo de Aspergillus sp FP-470 y se compard

con el efecto de dos muestras enzimaticas comerciales.
7.5.1 Muestras comerciales
Como primer paso se analizaron las caracteristicas de las muestras comerciales.

(Tabla 11).

Tabla 11. Caracteristicas de las muestras enzimaticas comerciales.

Muestra Caracteristicas | Proteina Actividad
fisicas mg/mi
Xitanolitica | Celulolitica’ | Amilolitica | Pectinolitica ] Xilanoiit.
Uiml U/mil U/ml U/imi Especifica
C1 Polve fino
*Trichoderma | acremado 0.65 17.60 42 11 2.0 27.10
viride Soiuble Ufmg de
en agua proteina
C2 Polvo fino
*Bacillus sp |bianco. Sciuble | (24 2.54 0.0 257 0.0 1,28 U/ mg
parciaimente en de proteina
agua

C1y C2 fueron proporcionadas por Enmex, México.  microorganismo del cual proviene.
* para la actividad celulolitica se utilizé carboximetil-celulosa como sustrato.
Nota: los datos son referidos a una solucion al 2% en agua, 1o que equivale a 20 mg/mi.

La muestra C1 presentd una actividad xilanolitica considerable, tambien presento
actividad celulolitica, amilolitica y pectinolitica. La actividad celulolitica fue el 24%,
cori respecto a ia actividad xilanolitica. La muestra C2 presentd bdsicamente
actividad amilolitica y poca actividad xilanolitica.
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Para observar el peso molecular de las xilanasas y amilasas de estas muestras
comerciales se elaboraron los geles de proteinas y los de actividad “in situ”. (Figura
21).

El perfil de proteinas de C1 presentd un mayor nimero de bandas, entre las que
sobresalen proteinas de 32, 57 y 62 kDa. La proteina de 32 kDa mostrd un halo de
hidrolisis en el gel de rojo congo (gel no mostrado) y la de 57 kDa presenté
actividad amilolitica (figura 21, carril 3). Por su parte, en la muestra C2 se observé
una gran banda que abarcé entre 40 y 50 kDa (con un peso molecular promedio de
45 kDa) y otras mayores de 70 kDa (en ambas zonas se observo actividad

amilolitica, carril 4).

kDa

66 =

44 -
36 =

29—

Figura 21. Geles de poliacrilamida de proteinas de las muestras comerciales. Linea
1, Gel de electroforesis de poliacrilamida al 10%, en condiciones desnaturalizantes de C1, 2; C2: 3,
gel de poliacrilamida al 10%, sumergido en solucién de almidén al 1%, para detectar actividad
amilolitica “in situ” de C1y 4 .de C2.

Por lo que, la muestra comercial C1 contiene diferentes actividades enzimaticas.
Esta diversidad de actividades es deseable, ya que incrementan su efecto debido al
efecto sinérgico de las diferentes enzimas. Los mejoradores de panificacién que
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se comercializan contienen varias actividades con diferentes efectos. FPor ejemplo,
la a-amilasa retarda el proceso de envejecimiento del pan. ya que produce
dextrinas de tamano intermedio que retienen agua e impiden la unién del almidén y
las proteinas, lo que hace que se contraiga menos (Martin et a/. 1991). Al usarse
«-amiiasas y xilanasas se ha observado un efecto mejor. También [a asociacién de
lipasas y xilanasas presenta un efecto sinérgico. En acasiones, la dosis de
xilanasa se limita. ya que puede ocasicnar un ablandamiento excesivo de la masa.
pero al usarse en combinacion con lipasa no se obtiene ablandamiento excesivo.
por lo que el volumen dei pan se incrementa, gque cuando se usa unicamente
xilanasa (Qi Si y Hansen, 1995). Las lipasas actian hidrolizando a los glicolipidos
(que se encuentran unidos por puentes de hidrégenos e interacciones hidrofobicas
a las proteinas del gluten) y provocan la liberacidn de proteinas, lo que permite
una mejor agregacion del gluten con aumento en el volumen del pan. Por otro tado,
se ha incrementado el uso de otras enzimas, como oxidasas que son agentes
oxidantes que usan para sustituir al bromato de potasio (que en algunos paises ya
esta prohibido debido a que es tdxico, Shreder et al. 1999; Morales, 1999; Serna,
1996).

7.4.2 Pruebas de panificacion

Para evaluar el efecto de xil22, del filtrado completo y de las muestras comerciales
en panificacién se realizd una prueba de dosisfrespuesta. Las dosis que se
probaron fueron de 25 a 200 ppm. Los panes se elaboraron de acuerde al método
de AACC (AACC, 1993) con 100 g de harina, se midié su volumen y se analizaron
senscriaimente (ver Materiales y Métodos).

En la figura 22 se observa que el volumen del pan se incrementod con las diferentes
muestras enzimaticas con respecto al control {(pan sin enzima). En los panes que
se elaboraron con el filtrado completo, el maximo incremento fue del 13.13% a una
dosis 50 ppm. Para dosis mayores el incremento fue menor, alrededor del 2.5%.

Cuando se agrego xil22 el maximo incremento fue 32% a una dosis de 25 ppm. De
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igual manera que en el filtrado completo, el incremento fue menor al aumentar ja
concentracion de enzima que se anadio, ya que a 200 ppm fue tan solo del 14%.

Los panes elaborados con las muestras comercilaes obtuvieron un incremento del
31%. lo que coincidié con el obtenido con xil22 a 25 ppm, pero en el primer caso,

ta dosis fue de 200 ppm.

59 ;

4'3_'—* —

tncremento de Volumen {%)

Muestra

Figura 22. Incremento de volumen en panes eiaborados con el enzimatico completo, la
xilanasa punficada y las muestras comerciales. 0, control, 1, filtrado completo a 50ppm. 2, filtrado completo a
100 ppm; 3, fitrado completo a 150 ppm; 4, xit22 a 25 ppm; 5, xil22 a 50 ppm, 6, xil22 a2 100 ppm, 7, xil22 a
150 ppm; 8, xil22 a 200 ppm; 9, C1 a 200 ppm y 10, C2 3 200 ppm.

Ademas de evaluar el incremento se midid el volumen del pan. Los panes
elaborados con xil22 a 25, 50 y 100 ppm y las muestras comerciales obtuvieron
una calificacién de 9 (750-815 cm?). Los panes elaborados con el filtrado completo
con dosis de 50 ppm y xii22 a 150 y 200 ppm, tienen una calificacion de 7 y el
testigo de 6 (600-500 cm’). Por lo que el volumen del pan se mejord al agregarle
las muestras enzimaticas a dosis bajas y no a altas. Este efecto fue descrito por

Monfort et al. (1996) y Qi Si y Hansen (1995), donde mencionan que el uso de las
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xilanasas o dosis altas produce un excesivo ablandamiento de las masas con una

disminucion en el volumen del pan.

El analisis sensorial de los panes mostro que el color de la corteza resulto ser igual

al control a dosis bajas; sin embargo, el pan elaborado con C2 obtuvo una

calificacion de 5 (muy dorado), debido a que esta muestra contiene amilasas, las

cuales liberan azucares durante la fermentacion y reaccionan con las proteinas

(reaccion de Maillard) por lo que se desarrolio un color mas intensa (tabla 12 y

figura 23a).

Tabla 12. Analisis sensorial de panes elaborados con el filtrado completo, la xilanasa
purificada a diferentes dosis y las muestras comerciales.

Muestra Dosis Color de 12 Color de | Textura de | Aparencia

ppm corteza' la miga’ la miga® |general®
Control 0 3 8 6 6
Filtrado 50 3 8 6 8
completo*® 100 3 8 7 8
150 3 9 6 7
XH22 25 3 9 9 9
50 3 9 g 9
100 3 9 8 9
150 4 8 8 8
200 4 7 7 7
C1 200 3 9 7 9
C2 200 5 8 8 8

' "5 muy dorado, 4, dorada; 3; ligeramente dorada.
g, muy buena; 8, buena, 7, regular, § pobre.

*de Aspergillus sp FP-470 cuitivado en olote de maiz en un fermentador de 14 L a 37°C.

d 79, acremado; 8; amarillo crema; 7, crema
9, muy buena; 8. muy buena, 7; regular, 5, suficiente.

En cuantc al color de la miga, los panes con mejor calificacion fueron los

elaborados con C1 y xil22 a 25, 50 y 100 ppm con un valor de 9 que corresponde a
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un color acremado. Los panes con el filtrado completo obtuvieron una calificacion
de 8, al igual que el testigo y C2 que corresponde aun color amarillo.

La textura de la miga es un atributo sensorial importante ya que esta relacionada
con el volumen del pan. Al comparar las diferentes panes se observé que la mas
homogénea se obtuvo con el filtrado completo y con xii22 con una calificacion de 9.
Para C1 la calificacion fue de 7 (regular) y para C2, de 8 (buena).

Figura 23. Panes elaborados con el filtrado completo de Aspergillys sp FP-470, la

xilanasa purificada y las muestras comerciales. Los panes se elaboraron de acuerdo a la
técnica 10-09 (AACC, 1983) con 100 g de harina tipo Victoria que contenia 11% de protelnay 2-3%
de xilanos (Morales, 1999). (a) Apariencia general; (b} Textura y color de la miga. 1 control; 2,
filtrado crudo a 50 ppm; 5, xil22 a 25 ppm, 10, C1 a 200 ppmy 11, C2 a 200 ppm.

Las pruebas de panificacion mostraron que los panes elaborados con xil22 a bajas
concentraciones fueron de mejor calidad y al compararlos con los panes de las
muestras comerciales, la calidad es la misma con respecto al volumen, pero mayor
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en otras propiedades sensoriales (Figura 24): Por lo que no solamente se debe de
tomar en cuenta el incremento del volumen, sino tan bien es importante tomar en
cuenta la evaluacion sensorial para determinar la calidad global del pan.

Figura 24. Panes elaborados con la xilanasa purificada de Aspergillus sp a

diferentes dosis. Los panes se elaboraron de acuerd o a la técnica 10-09 (AACC, 1983) con 100 g de
harina tipo Victoria que contenia 11% de proteina y 2-3% de xilanos {Morales, 1999). (a) Apariencia general; (b)
Textura y color de la miga. 1, Control; 5, 25 ppm; 6, 50 ppm, 7, 100 ppm, 8, 150 ppm y 9, 200 ppm.

La enzima purificada de Aspergillus sp FP-470, la cual es una endoxilanasa
liberadora de arabinosa, posiblemente eliminé de manera mas eficiente que las
otras muestras enzimaticas empleadas, las interacciones de los xilanos y el gluten
lo que se impidi6 la agregacion de las moleculas de gluteina, las cuales son las que

forman la red que permite la distrubucién y difusién del CO, durante la fermentacién

3

de la masa (principic en &l cual se basa ia panificacion). Por io que al eliminar el
efecto estérico de los xilanos se dié una buena distribucion del CO, con la
consecuente homogeneidad de la miga y un mayor incremento en el volumen del

pan.
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8. CONCLUSIONES

» La cepa de Aspergillus sp FP-470 es capaz de crecer y producir actividad
xilanolitica, enriquecidas de otras actividades importantes a nivel industrial en

desechos agroindustriales econdmicos

~ Bajo condiciones controladas como las del fermentador permiten que Aspergillus sp

FP-470 crezca y produzca con mas eficiencia xilanasas y en tiempos coros.

= El uso de técnicas cromatograficas como el intercambio idnico, permitid purificar una
xilanasa alrededor de 30 veces y recuperar la actividad en un 40%, para su posterior
caracterizacion y aplicacion.

=~ La caracterizacién bioquimica de la enzima purificada permitié establecer sus

posibles usos potenciales.

» La enzima xil22 corresponde a una xilanasa basica/bajo peso molecular (8.9/22), la
cual podria tener funciones parecidas a xilanasas de otros microorganismos que

posean estas caracteristicas.

» La enzima purificada de Aspergifius sp FP-470, la cual es una endoxilanasa
liberadora de arabinosa, posiblemente eliminé de manera mas eficiente que las otras
muestras enzimaticas empleadas, las interacciones de los xilanos y el gluten lo que se
impidi6 ta agregacion de las moleculas de gluteina, las cuales son las que forman la red
que permite la distrubucién y difusion det CO; durante la fermentacion de la masa
(principio en el cual se basa la panificacion). Por lo que al eliminar el efecto estérico de
los xilanos se did una buena distribucion del CO, con la consecuente homogeneidad

de la miga y un mayor incremento en el volumen del pan.

» No solamente es importante tomar como referencia el incremento 6 el volumen
obtenido en el pan, sino también son imprescindibles las caracteristicas sensoriales

para determinar la calidad global del mismo.
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