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Resumen 

1. RESUMEN 

En este trabajo se muestran los resultados del crecimiento y producción de la 

actividad xilanolítica de Aspergillus sp FP-470 en diferentes fuentes de xilanos; así 

como la purificación y caracterización bioquímica de una de las xilanasas de este 

microorganismo y su aplicación en panificación 

La cepa de Aspergillus sp FP-470 se cultivó en matraces de 500 mi en las 

diferentes fuentes de xilanos: xii anos de abedul. xilanos de avena. hemicelulosa. 

olote de maíz y salvado de trigo; la mayor actividad xilanolítica la produjo en olote 

de maíz. En todas las fuentes, el hongo secretó una xilanasa de 22 kDa. Además 

de esta, en olote se detectaron otras dos xilanasas de 36 y 60 kDa; así como la 

presencia de otras enzimas como amilasas, celulasas y pectinasas. 

Posteriormente, Aspergillus sp FP-470 se creció en un bioreactor de 14 L en olote 

de maíz al 1 %. En estas condiciones, el microorganismo presentó un crecimiento 

mayor del 28%, con respecto a su crecimiento en matraces de 500 mi; produjo el 

doble de la actividad xilanolítica y presentó el mismo perfil de xilanasas (22, 36 Y 60 

kDa). A partir de este filtrado se purificó la xilanasa de 22 kDa, alrededor de 30 

veces. utilizando solamente dos pasos cromatográficos. En el primer paso se utilizó 

una columna Resource "Q". Mientras que en el segundo paso una resina de 

Carboximetil-Sepharosa. 

La enzima de 22 kDa (xiI22) presentó un pi de 8.9. Su pH y temperatura óptimos 

fueron de 5.5 y 60°C, respectivamente y fue estable en un rango de pH entre 5 y 10 

durante 24 h a 25°C; mientras que a 4°C fue menos estable, sobre todo a pH's 

ácidos. Su estabilidad ténmica aumentó 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 presentó una energía de activación (Ea) de 60.80 kJ/mol. Los iones 

metálicos como el Zn2e
, Cu2e

, C02E1l y FeJe inhibieron a la enzima a una 
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concentración de 10 mM y su efecto fue más marcado a 20 mM. Su actividad 

disminuyó en presencia de xilosa, glucosa, arabinosa y galactosa. La Km y Vmax 

para el 4-0-metilglucuronoxilano fueron de 1.9 mg/ml 44 J.lmoles/min·mg de 

proteína, respectivamente. Para los xilanos de abedul fueron de 3.8 mg/ml y de 62 

J.lmoles/min·mg de proteína. La xilanasa presentó un modo de acción en do y liberó 

arabinosa. 

Para las pruebas de panificación 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 panificación. Con ambas muestras se logró incrementar el volumen del 

pan. El máximo incremento fue de 32% en relación al control (pan sin enzima) y fue 

producido con xil22 a una dosis de 25 ppm. En tanto, que los incrementos de 

volumen con el filtrado completo fueron de un 14%, en promedio. El máximo 

incremento con xil22 fue prácticamente el mismo para los panes elaborados con 

dos preparaciones enzimáticas comerciales, pero la dosis de estas últimas fue 8 

veces mayor (200 ppm). 

2 
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2. INTRODUCCiÓN 

La hemicelulosa es el compuesto orgánico más abundante en la pared celular de 

las plantas, después de la celulosa. Constituye un recurso natural renovable. Está 

compuesta por xii anos, arabanos. galactanos, glucanos y mananos. Los xilanos son 

los que se encuentran en una mayor proporción en las maderas duras y en los 

cereales (de Vries, 1999). Las enzimas que degradan a los xilanos reciben el 

nombre de xilanasas y están constituidas por varias actividades enzimáticas, entre 

las que· destacan las endoxilanasas, ~-xilosidasas, a-arabinosidasas. a­

glucuronidasas y esterasas (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 xilanolíticos complejos (Peii, 

1999). 

Las xilanasas tienen un gran potencial para aplicarse en la industria de la pulpa y el 

papel, en la textil y en la industria de los alimentos (Couglan y Hazlewood, 1993). 

La primera aplicación comercial de las xilanasas fue en la industria papelera y ha 

sido considerada como una de las aplicaciones biotecnológicas más importantes. El 

uso de las xilanasas fúngicas permitió disminuir 105 compuestos clorados que se 

utilizan durante el blanqueo y le confirieron al papel una mejor calidad y brillantez 

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

Por otro lado, en la industria de la panificación el uso de las xilanasas cobra mayor 

importancia cada día. La hidrólisis de 105 xilanos de la harina da como resultado la 

modificación de las propiedades fisicoquímicas de la masa y el mejoramiento de la 

calidad del pan (Maat et al. 1992; Monfort et al. 1996; Monfort et al. 1997). 

mercado preparaciones enzimáiicas que se 

comercializan como aditivos para la panificación que además de contener xilanasas 

contienen otras enzimas como celulasas, amilasas, pectinasas, Iipasas, etc. Esto 

3 
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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; así como de la capacidad de hidrolizar a los xilanos, entre otras. Por lo que uno 

de los objetivos de estudio en el campo de las xilanasas ha sido la búsqueda de 

enzimas que sean estables en condiciones extremas. en sistemas heterogéneos 

como las masas de panificación y que hidrolicen sustratos de origen agroindustrial 

etc. 

4 
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3. GENERALIDADES 

3.1 Xii anos. Interacciones, estructura y propiedades. 

La hemicelulosa es una familia de polisacáridos no amiláceos que se encuentran en 

la pared celular de los vegetales. Está 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 están 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 interactúan con otros componentes estructurales, en particular, con las 

microfibrillas de celulosa, con pectina, con rhamnogalactanos y en la mayoría de los 

casos con lignina. Estas interacciones pueden ser covalentes o mediante puentes 

de hidrógeno, lo que hace que los tejidos presenten una gran resistencia mecánica 

y biológica. (Figura 1). 

Figura 1. Interacción de xilanos con otros componentes de la pared celular. 

x . xiloglucano ~ zona de 
___ o ~ unión del APG 

Fuente: Parénicová, 1999. 

.-fj/ . rhamnogaladurano '.- 'micrOfibrillas 

....:~~"-- con cadenas de· : de celulosa 
arabinogalactanos 
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Los xilanos están 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 a(1 3), como 

una pequeña cadena junto con una xilosa unida por un enlace ~(1--->2) ó una 

galactosa en posición ~(1--->5); esta última también puede estar unida a la xii osa 

mediante un enlace ~(1--->4). También puede presentar grupos acetilos unidos en la 

posición del carbono 2 ó 3 por uniones a. El ácido glucurónico y su éter, el 4-0-

metilo, están unidos mediante un enlace a(1--->2) y por último, los residuos de los 

ácidos ferúlico y p-cumárico que se encuentran unidos a la arabinosa en el carbono 

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

Figura 2. Representación esquemática de la estructura de los xilanos. 

:~e-GlcA 

<~ 
~'~' 
.;J::!f~ :~ 

·OH 

Les números indican las posidüi1e5 de jus átomos de carbono de la xilosa, donde se encuentran las 

diferentes ramificaciones. 

Fuente: Adaptado de Bastawde, 1992; Coughlan y Hazlewood, 1993; Sunna y Antranikian. 1997; de 

Vries, 1999. 
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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 ácido a-D-glucurónico, los glucuronoarabinoxilanos, en los cuales 

la a-D-arabinosa y el ácido a-D-glucurónico están presentes y por último los 

galactoglucuronoarabinoxilanos caracterizados por la presencia de a-arabinosa, 

ácido glucurónico y residuos de p-D-galactopiranosil (Joseleau et al. 1992). 

La presencia del tipo de xilanos varia de acuerdo al origen botánico de la planta, a 

su edad, a su estado de desarrollo y a su localización. En las maderas duras, por 

ejemplo, existe una mayor proporción de xilanos llamados glucuronoxilanos (acetil-

4-0-metilglucuronoxilanos) formados por 70 residuos de xilosa y por cada 10 

residuos presentan una ramificación terminal de ácido 4-0-metilglucurónico en la 

posición del carbono 2 de la xilosa. En algunas maderas duras se han encontrado 

residuos de ramnosa y ácido galacturónico (Sunna y Antranikian, 1997). 

Los xilanos de maderas suaves están constituidos de glucuronoarabinoxilanos, 

también conocidos como arabin0-4-0-metilglucuronoxilanos. Contienen ácido 4-0-

metilglucurónico unido en la posición 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 posición 3 de la xilosa, 

mediante un enlao::e a( 1-->3), además de ser más cortos y menos ramificados 

(Sunna y Antranikian, 1997). 

El tipo de xilanos que predomina en plantas no leñosas son arabinoxilanos, en 

cereales, por ejemplo, son el mayor componente de la porción no amilácea. 

Contienen ácido glucurónico, grupos acetilo y una alta cantidad de compuestos 

fenólicos (Voragen et al. 1992; tabla 1). 

El estudio de las propiedades químicas de los xilanos ha mostrado que en solución 

no reducen al reactivo de Fehling. Los xilanos acetilados son solubles en agua y 

pueden ser extraídos en ésta, son fácilmente hidrolizados por ácidos y son más 
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susceptibles a la degradación microbiana (Bastawde, 1992), Pero, tanto los grupos 

acetilos como el 4-0-metil-glucuronoxilano dificultan el acceso de las 

endoxilanasas, lo que ocasiona una hidrólisis incompleta (Puls el al. 1990), Los 

xilanos desacetilados son insolubles en agua y solubles en soluciones alcalinas; 

además de ser menos susceptibles a la degradación enzimática, 

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

(% Base Seca), 

Polisacárido Trigo 

Harina Paja 

Arabinogalactanos 0,3 0.2 

Arabinoxilanos 1.9 30 

insolubles" (76%)" (90%)" 

Compuestos 

fenólicos + + 

Acido glucurónico - + 

Grupos acetilos - trazas 

d • . porcentaje de la fraCCIón Insoluble. 

Fuente: Voragen et al. 1992. 

Cebada 

Todo el grano 

menos el 

hollejo 

0,6 

3-4 

(86%) " 

+ 

trazas 

+ 

Centeno Sorgo Arroz 

Todo el grano Todo el Endospermo Paja 

grano 

0,1 0,1 - --

7,6-9,8 2,8 0,15 19.2 

(70%) " (90%) - -
" 

+ ++ ++ -
- ++ ++ ++ 

- ++ - -

Los xii anos son altamente hidrofílicos y absorben hasta 10 veces su peso en agua, 

por lo que desempeñan un papel muy importante en el procesamiento de los 

cereales y en las propiedades de productos que contiene un alto porcentaje de 

estos polisacáridos. Por ejemplo, en la elaboración de pan con harinas de alto 

contenido de xilanos se ven afectadas las propiedades reológicas de la masa, como 

la maleabilidad y la elasticidad, ya que los xii anos al absorber el agua impiden la 

hidratación completa del gluten e interfieren en la agregación de las moléculas de 

glutenina y provocan que se obtengan panes compactos que además se endurecen 
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más rápidamente (Roels et al. 1993; Fernandéz-Espinar el al. 1996; Monfort et al. 

1996) 

Lo mismo sucede durante la elaboración 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 

almidón y a los azúcares de fácil fermentación, por lo que el proceso se retarda y se 

obtienen malos rendimientos. Los xilanos tampoco son deseables en algunas 

bebidas, como en la cerveza y en los vinos. ya que están asociados a la mala 

filtración del mosto y a la formación de turbiedad, lo que le resta calidad al producto 

final (Voragen et al. 1992; Picó et al. 1999). 

En la industria del papel, los xilanos también presentan un efecto negativo, ya que 

al encontrarse fuertemente asociados a la lignina dificultan su eliminación 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 químico usando grandes 

cantidades de compuestos que se desechan y contaminan el ambiente. 

Por los problemas que estos polisacáridos causan surgió la necesidad de modificar 

sus propiedades, mediante tratamientos que resulten inocuos al ambiente y al ser 

humano, una de las alternativas es por medio de la hidrólisis enzimática. 

Las enzimas que degradan a los xilanos son las xilanasas y debido a la 

heterogeneidad del sustrato forman un sistema enzimático complejo constituido por: 

exoxilanasa, endoxilanasas, ~-xilosidasa, a-L-arabinofuranosidasa, a-glucuronidasa 

y esterasas. (Figura 3). 
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Figura 3. Actividades enzimáticas del sistema xilanolítico. 

q Erdo-IH1 4)D- Xilarasa 
,; EJo.~ l ) D-Xilanasa 
• j3-Xilosidasa 
.. a-L-ArabinofLraf'Osidasa 

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

iD a Glucoronidasa 
"';- Acetilxilan Esterasa 

Acido Ferúlico Y 
~ p-CounáiOJ Esterasas 

.. Exo-ll-(1-+4)-D-Xilanasa [13-(1-+4)-D-Xilan Xilohidrolasa]. 

Estas enzimas actúan sobre el extremo no reductor del xii ano, producen xilosa a 

partir de oligosacáridos cortos y largos; aunque en estos últimos, su afinidad es 

menor . 

.. I3-Xilosidasa [13-D-Xilósido-Xilohidrolasa] (E_C.3.2.1.37). 

Esta enzima es una de las de mayor importancia, ya que hidroliza a la xilobiosa y 

xilooligosacáridos que pueden ser producto de la acción de la endoxilanasa, de 

maneia que ambas enzimas pueden actuar sinérgicamente en la depolimerización 

del xilano. La p.-xilosidasa produce xilosa y algunas presentan actividad de 

transferasas (Poutanen y Puls, 1988; Stutzenberger y Bodine, 1998; de Vries, 

1999). 
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.. a-L-Arabinofuranosidasa y arabinoxilan arabinofuranohidrolasas [a-L­

arabinofuranósido arabinofurano hidrolasa] (E. C. 3.2.1.55). 

Actúan sobre el extremo no reductor del grupo a-arabinofuranosil de los 

heteroxilanos que contienen a-L-arabinosa, por lo que se considera una enzima de 

tipo exo, hidrolizan a los a-L-arabinofuranósidos, arabinanos, arabinogalactanos y 

arabinoxilanos en las posiciones (143) y (145) de la xii osa; producen arabinosa 

principalmente (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 arabinoxilanos (Poutanen, 1988; Rache et al. 1994: Kaneko et al. 

1998a y b). Las a-L-arabinofuranosidasas han sido asociados con enzimas de 

hongos patógenos y con sistemas pectinolíticos (Poutanen, 1988) . 

.. a-Glu.curonidasa (E. C. 3.2.1). 

Las glucuronosidasas rompen uniones a(142) del ácido glucurónico y xilosa 

produciendo ácido 4-0-metilglucurónico. Este tipo de actividad se presenta en 4-0-

metilglucuronoxilanos con un grado de polimerización (GP) de más 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 posición del carbono dos (C2) y en carbono tres(C3) 

en acetilxilanos. Esta actividad produce ácido acetico. En algunos microorganismos 

actúa sinérgicamente con endoxilanasa, ya que se ha observado que una vez que 

esta enzima aciúa, la susceptibilidad del xiiano a se; atacado por endoxílanasas 

aumenta y se producen xilooligómeros desacetilados, xilosa y ácido acético 

(Poutanen y Sudberg, 1988; Egaña et al. 1996; Degrassi et al. 1998). 
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• Acido Ferúlico (E. C. 3.1.1.) y p-Cumárico Esterasas. 

La enzima ácido ferúlico esterasa rompe uniones éster que hay entre arabinosa y 

ácido ferúlico. De la misma manera, la ácido p-cumárico esterasa actúa rompiendo 

el enlace éster que existe entre la arabinosa y el ácido p-cumárico. Los productos 

de hidrólisis son entonces el ácido ferúlico y el p-cumárico, respectivamente 

(Tenkanen et al. 1991; Donaghy y Mckay, 1997: Koseki et al. 1998). 

• Endo xilanasas [~-(1-4)-D-Xila Xii ano Hidrolasa] (E.C.3.2.1.8). 

Estas enzimas hidrolizan los enlaces glicosídicos ~(1-4) del esqueleto de xilosa y 

producen grandes cantidades de xilooligosacáridos, lo que resulta en una 

disminución del grado de polimerización del sustrato. Estas enzimas no atacan al 

azar ya que el lugar del rompimiento está determinado por el tamaño del sustrato y 

por la presencia de sustituyentes. 

3.2 Clasificación de las endoxilanasas 

Bastawde (1992) dividió a las endoxilanasas en cuatro grupos de acuerdo a los 

productos de hidrólisis que liberan: 

a) No desramificantes (no liberadoras de arabinosa). Este tipo de endoxilanasas no 

rompen en puntes de ramificación ~-(1--+4), donde se une arabinosa. Producen 

solamente xilobiosa y xilosa. 

b) No desramificantes (no liberadoras de arabinosa). No rompen las ramificaciones 

en los puntos CL-(1~2) y CL(1 ~3). A diferencia de las anteriores producen mayor 

cantidad de xilooligosacáridos más grandes que la xilobiosa y no actúan sobre 

xilotriosa y xilobiosa 

e) Desramificantes (liberadoras de arabinosa). Rompen la cadena del polímero en 

puntos de ramificación y producen xilobiosa, xilosa y arabinosa en mayor 

cantidad. 
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d) Desramificantes (liberadoras de arabinosa). A diferencia de las anteriores 

producen xilooligosacáridos de tamaño intermedio y arabinosa. 

Por otro lado, Wong et al. (1988) encontraron una relación interesante de 

endoxilanasas con algunas de sus propiedades fisicoquímicas, 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 pi alcalino (en un rango de pH de 8.5 a 10) Y el segundo grupo corresponde 

a endoxilanasas con un peso molecular mayor de 45 kDa y pi ácido (en un rango 

de 4.5 a 7.0). 

Otra forma de agrupar a las endoxilanasas se basa en la secuencia y número de 

aminoácidos que presentan en su dominio catalítico. La familia F (que 

corresponden a la familia 10 de las glicosidasas) abarca enzimas de bajo peso 

molecular de 185 a 234 residuos de aminoácidos, y la familia G (11 de las 

glicosidasas) son endoxilanasas de alto peso molecular, con 269 a 809 residuos de 

aminoácidos (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 

familia F tienen una mayor versatilidad catalítica, lo que sugiere que tienen sitios de 

unión más pequeños y presentan una mayor afinidad por 13(1-+4) xilooligosacáridos 

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

En años 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 hidrólisis y ha entender con más detalle sus propiedades 

catalíticas. Algunas endoxilanasas se han purificado, cristalizado y analizado por 

cristalografía de Rayos-X y mediante mutagénesis de un sitio específico se ha 

logrado determinar qué aminoácidos participan en la catálisis hidrolítica de xilanos 

(Bedarkar et al. 1992; Gilbert y Hazlewood, 1993; Harris et al. 1997; Torronen y 

Rouvinen, 1997). Tal es el caso de una 13(1-+4)-endoxilanasa de Aspergil/us niger 

que presentó una estructura tridimensional de dos hojas beta y en el centro cuatro 

ácidos glutámicos, lo cual ayudó a explicar molecularmente ¿por qué? esta enzima 

presentaba un pH óptimo ácido (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 

función es la degradación del material hemicelulolísico y participar así en el ciclo del 

carbono (He et al 1993). Estas enzimas se han presentado en organismos como: 

bacterias, levaduras, hongos, algas marinas, protozoarios, caracoles, crustáceos, 

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 orgánica muerta, 

fenómeno conocido como saprofitismo (Sánchez, 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, maceración de los tejidos con la 

consecuentemente podredumbre. Recientemente se ha encontrado que la 

interacción de xilanasas microbianas con tejidos de plantas induce la biosíntesis 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 más complejos, como caracoles, crustáceos e insectos; las 

xilanasas proporcionan energía. 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 semillas producen 

xilanasas para hidrolizar la pared celular del pericarpio durante el proceso de 

germinación; los productos de tal hidrólisis también les sirve como una fuente 

alimenticia en este estadio. 
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3.3.1 Microorganismos que producen xilanasas 

Existe asi, una gran variedad de microorganismos que producen xilanasas. Las 

bacterias son de los más importantes, entre las que encontramos a: Streptomyces 

lividans (Biely et al. 1997), Bacil/us subtilis ATCC 12711 (Poutanen et al. 1987), 

Bacil/us stearotermophilus T -6 (Fishman et al. 1995), Streptomyces cyneus (Wang, 

1993) y Cel/ulomonas 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) yen bacterias que 

habitan en el intestino de insectos herbívoros como Aeromonas caviae ME-1 yen la 

microflora de rumiantes Ruminococcus, Butyrivibrio (Rodríguez, 1994), Fibrobacter 

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

Las xilanasas también son producidas por levaduras. Los géneros más estudiados 

han sido: Trichosporum, Aureobasidium, Sacharomonospora y Criptococcus 

(Rodríguez, 1994, Biely et al. 1981; Leathers et al. 1984). 

Otro grupo de microorganismos importantes productores de xilanasas son los 

hongos filamentosos, los cuales degradan compuestos complejos como: celulosa, 

almidón, hemicelulosa, pectina, etc.; lo que hace que tengan una gran importancia 

en el reciclaje del carbono en la naturaleza. Este estilo de vida saprófito ha sido 

explotado por el hombre para producir enzimas de interés industrial y las xilanasas 

no han sido la excepción. Los géneros más estudiados son: Penicillium (Milagres y 

Prade, 1994; Gaspar et al. 1997), Trichoderma (Sunna y Antranikian, 1997; Wong y 

Sadler, 1992), Humicola (Chrysosporium) (Nandita, 1992), Sclerotium (Sachslehner 

et al. 1998) y Aspergil/us (Foumier et al. 1985; Gouka et al. 1997). El género 

Trichoderma junto con Aspergi/lus son los de mayor interés; algunas especies de 

esto producen hasta cinco diferentes xilanasas con altos niveles de actividad 

xilanolítica (Royer y Nakas, 1989; Ken et al. 1992). 
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3.3.2 Xilanasas en Aspergilli 

El género Aspergillus pertenece a la división Deuteromyceta también llamada grupo 

de los hongos imperfectos. Se llaman así porque aparentemente carecen de ciclo 

sexual (A. niger, A. oryzae, entre otras); mientras que otros, como, Aspergillus 

nidulans se han clasificado dentro de la división Ascomycota porque presentan ciclo 

sexual (Delgado, 1997; Parénicová, 1999). Muchas especies de este género se han 

utilizado en la investigación bioquímica y genética debido a su versatilidad para 

crecer en diferentes condiciones ambientales y por su fácil conservación en el 

laboratorio. 

Los Aspergilli han sido usados en la industria para la producción de metabolitos 

(ácidos orgánicos, vitaminas, ácidos grasos y aminoácidos) y enzimas que son 

usadas en procesos de bioconversión. Desde 1917, Aspergillus niger se ha usado 

para la producción de ácido cítrico, el cual es un aditivo aceptado mundialmente 

con un amplio rango de aplicaciones en la industria alimentaria, farmaceútica y 

cosmética, entre otras. A. niger y A. oryzae son los más importantes prOductores de 

enzimas. El primero se ha explotado ampliamente en el área de los alimentos 

(panificación e industrialización del almidón) y bebidas (vinos, jugos, cervezas y 

destilados); mientras que A. oryzae se ha usado en la obtención de salsas 

orientales, como salsa de soya y miso. Como ambas especies se han usado por 

muchos años, la mayoría de sus productos han obtenido el estatus GRAS 

(Generally Regarded As Safe; Parénicová, 1999). 

Por la gran importancia biotecnolágica y económica de este género, su estudio en 

el campo de las xilanasas se ha enfocado a la producción y caracterización de 

cepas productoras, a la optimización de medios de cultivo que emplean fuentes de 

xilanos convencionales, como xilanos de abedul, avena, de árbol de haya, etc., yen 

fuentes de xilanos de origen agroindustrial: cascarilla de arroz, salvado de trigo, 

bagazo de caña, alote de maíz, 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 al. 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 las condiciones óptimas de producción 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 más 

altas y producir una importante actividad; tal es el caso de Aspergillus sp FP-470 

que se creció a 45°C y produjo una actividad xilanolítica mayor que a 37°C 

(Mendicuti et al 1997). Así mismo, el pH es otra condición de crecimiento que 

influye en la producción de xilanasas y generalmente, Aspergillus presentan mayor 

actividad a pH's de 5 a 6. 

Como ya se mencionó anteriormente, este género tiene la capacidad de producir 

varias endoxilanasas; así, la cepa de Aspergillus niger presentó cinco xilanasas 

cuando se creció en xilanos de avena a 37°C; dos de las cuales resultaron ser 

isoenzimas con pesos moleculares muy cercanos y pis de 8.6 y 9.0 (Frederick et al 

1985; Shei et al. 1985). De la misma manera, Aspergillus nidulans produjo dos 

endoxilanasas de 22 y 36 kDa en xilanos de avena a una temperatura de 37°C 

(Femández-Espinar et al. 1992). 

3.3.3 Multiplicidad de xilanasas en microorganismos 

¿Por qué los microorganismos producen múltiples endoxilanasas?- Esta pregunta 

ha sido planteada por muchos grupos de investigación, 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 lo que es necesario la acción de varias enzimas y las 

endoxilanasas son de las más importantes. Otra explicación es que los 

microorganismos al producir varias endoxilanasas aprovechan mejor los xilanos, lo 

que les permite competir con otros organismos (Thakur et al. 1992). Por otro lado, 
17 
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se ha encontrado que el sistema xilanolítico actúa 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 proporción, ya que para su 

función se necesitan en cantidades específicas (Wong et al. 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 Aspergl1lus 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 glicosilación y proteólisis, lo que da 

como resultado que las endoxilanasas tengan diferentes características al ser 

secretadas (Wong et al. 1988). 

En la tabla 2 se muestran las propiedades de algunas 13(1->4)-endoxilanasas que se 

han purificado. Los valores de pi abarcan desde 4.0 hasta 11.5, mientras que los 

pesos moleculares se encuentran en un rango de 13.2 hasta 250 kDa (Sunna y 

Antranikian, 1997). El pH óptimo se encuentra entre 2 y 11 Y su temperatura óptima 

de 30 a 80°C (Bastawde, 1992). La estabilidad a pH abarca desde 3 hasta 10 y de 

40 a 700e la estabilidad a temperatura; mientras que su máxima actividad se 

encuentran en un rango de 4.5 a 7 y la temperatura óptima entre 40-70°C. La 

mayoría de endoxilanasas del género Aspergillus son de bajo peso molecular. 

3.4 Inducción 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 xii anos produjo 

una actividad xilanolitica importante y en Trichoderma longibrachiatum que 

presentó cantidades pequeñas de xilanasas cuando se creció en presencia de 

glucosa (Bastawde, 1992; Leathers et al. 1984; Royer y Nakas, 1989). 
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Tabla 2, Propiedades fisicoquímicas de 13-1,4-endo-xilanasas de diferentes microorganismos. 

~-----'-r~-=~~~=-r==T~==~7,=T=~~~~~~~,=~=ry~~~~~~~~~~=1 Microorganismo T.da. Xilana Peso Temp. pH sustrato Producto de Modo Km Vmax Inhibldores Refelencia 
crecim. 5a Malee pi Optima óptimo hidrólisis de mg/rnl IImoles 

oC kDa oC acción min-mg 

Aspergillus niger 

-.- ._-- - -----. 

Aspergillus nigúl 

- - -. --_._--~ 

: Aspergillus 
l fJs~heri F!, 1 .. ___ _ 
! Aspergillus 37 
I 'lid,!I!3_~~ •. _. __ . __ .. x. avena 
! Aspergillus 28 
1 ochraceus xilano 'Asp,;rgillus-sp . - _.. 35 

! x. avena 'Aeromoñas·--·-- -- .-... -. --
cBviaD ME-1 x. avena •.• .-. __ .. - - -_.- ----
Bacillus amy­
lolicuefaciens 

BacJ/lu sp. 

Bacillu sp. 

35 
xilano .. .. 

55 
- -- ,-- --

Bacillus sp. BP-
23 

--- . 
.f.heelomium __ . _ . 

11 

111 

IV 

V 

I 
11 .. , 

21 

13 

13 

14 

28 

50 
78 
31 

6.7 

--8.6 

9.0 1 

4.5 

3.65 

-' 22 1'6.4 

55 

45 

45 

45 

42 

4.0 -
6.5 
60 

62 

'-{ - ,- 48' I - 50 

~iilril ' -.. ~~. l· ~.~ ;~ 

5 i x. avena 

6 
I ,. 
1 

5.5 1 

4.9 

5 

6.0 

5.5 

6.0 

I 

I 
i 
1 

I 
1 

! 
: 
I 

I 

x.aven 
abedu 

x. avena 

Xyl V -46' "'-5.4- -30-37'--

5 
5 

6.8 
, 
I x, avena 

Xyl A 23 
XYL_B _, 48 

XylA 
tamo F 

32 

70 
75 
90 

50 

70 

9 
9-10 
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Generalidades 

En la mayoría de los hongos filamentosos como en Trichoderma y Aspergillus, las 

xílanasas son inducidas por xilanos. xilooligómeros. xilobiosa y xilosa. En 

Aspergillus terreus. Aspergillus sydowii y Aspergillus nidulans se ha encontrado que 

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

Un grupo particular de inductores son isómeros posicionales de la p-xilobiosa 

Varias evidencias han mostrado que son más poderosos que los compuestos 

naturales a pesar de que en algunos casos no se ha demostrado si son los 

verdaderos inductores (Couglan y Hazlewood. 1993). Ejemplos de ellos son 14-p­

xilobiosa. 1.3-p-xilobiosa y 1.2-.B-xilobiosa. Otros compuestos importantes en la 

inducción de xilanasas son heterodisacáridos de O-xilosa y O-glucosa. Se ha visto 

que el 2-0-p-O-glucopiranosil-O-xllosa es uno de los inductores más poderosos en 

A terreus (peij. 1999). 

Recientemente se han hecho estudios con compuestos sintéticos. entre los que 

destacan el metil P-O-xilósido que en A niger indujo la expresión de todo el sistema 

xilanolitico. mientras en A terreus, A sydowii MG49, A tubingensis, A nidulans y 

A tamarii indujo únicamente la expresión de endoxilanasas (Simáo. 1997; Peij, 

1999). Por lo que la inducción de xilanasas en Aspergitlus es debido a xilosa, pero 

existen diversos grupos de azúcares que contienen en su estructura xilosa y son 

capaces de inducir la expresión de estas enzimas (Peii, 1999). 

3.5 Regulación de las xilanasas 

De manera general, la expresión de enzimas que degradan a polisacáridos esta 

controlada por la inducción de un activador transcriocional y por represión 

catabólica. La represión catabólica es un mecanismo de regulación global, en el 

cual la presencia de una fuente de carbono que es rápidamente metabolizable 

reprime la expresión de genes involucrados en la utilización 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 detectó actividad xilanolítica. lo que significó que la producción 

de xilanasas se reprimió catabólicamente (Gomes et al 1994). 

De la misma manera. en el género Aspergi/Jus la inducción de xilanasas esta 

regulada por represión catabólica, ya que cuando se hace crecer en xiJanos más 

una fuente de carbono. como xilosa. glucosa ó lactosa. la actividad disminuye ó no 

se detecta. En Aspergi/Jus tubingensis con un gene (xlnA) que codifica para una 

endoxilanasa de 19 kDa se encontró que la expresión del gene estuvo controlado a 

dos niveles: directamente por la represión transcripcional del gen e indirectamente 

por la represión de la expresión del activador transcripcional (de Graaf et al. 1994; 

Peij. 1999) . 

3.6 Aplicaciones de las xilanasas 

El uso de xllanasas se ha incrementado en los últimos 10 años y actualmente 

representan un gran potencial para ser explotadas en diferentes procesos agrícolas 

que a continuación 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 celulósicas, tanto en la obtención de fibras blandas 

de lino como de cáñamo (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. El 

pretratamiento de forraje y de material celulósico con xilanasas ocasiona la 

hidrólisis de la pared celular con la subsecuente liberación de nutrientes que se 

encuentran atrapados por xilanos: esto permite una mejor absorción de nutrientes y 
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una mejoría 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 xii anos disminuye la viscosidad de los alimentos en el 

aparto digestivo. lo que permite una mejor digestión de nutrientes. Krengel y Dikstra 

(1996) reportaron que el uso de una endoxilanasa de Aspergillus niger en dietas de 

pollos mejoró el crecimiento y redujo la cantidad de excremento. Lo cual tiene una 

gran importancia económica que se refleja en la diminución de los costos debido al 

mayor aprovechamiento del forraje. 

~ Sacarificación del material hemicelulolítico. La obtención de jarabes para 

consumo animal y humano ha sido otra alternativa del uso de xilanasas. que 

ayudadas de otros sistemas enzimáticos. como celulasas. degradan el material 

celulósico y hemicelulósico. La obtención de monosacáridos. en este caso, de 

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

~ Biodegradación de desechos agricolas, industriales y municipales. Las 

xilanasas se usan en la bioconversión de desechos; los productos de degradación 

enzimática son depositados en el suelo y son aprovechados por otros organismos, 

con lo cual se evita su erosión y se mantiene el balance en el ciclo del carbono de 

la biósfera (Himmel et al. 1999). 

~ Industria del papel. El pretratamiento de la pulpa con xilanasas mejora la 

resistencia de la pulpa a la tensión. En el blanqueo ayudan a liberar la lignina (que 

imparte el color oscuro) de las fibras eelulósicas. por lo que se disuminuye el uso de 

compuestos químicos (Clarke et al. 1997). La aplicación de las xilanasas en este 

tipo 'de procesos cobra cada día mayor importancia debido a las ventajas que 

representan para el ambiente (Montenecourt, 1981; Reid y Paiee, 1994; Kulkarni et 

al. 1999). 

~ Clarificación de jugos, cervezas y vinos. Estas enzimas son usadas junto con 

pectinasas y celulasas en la elaboración de diferentes bebidas. En los jugos ayudan 

a mejoran una mejor liberación del mosto durante la maceración de la fruta, 

reducen la viscosidad y solubilizan las sustancias indeseables como restos de 
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tejidos (Aguilar. 1986). En la elaboración de cerveza, la aplicación de las xilanasas 

se hace durante la sacarificación para eliminar los xilanos que 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 (Picó et al. 1999; Villanueva et al. 2000) . 

.. Panificación. Las xilanasas se aplican junto con otras enzimas. como amilasas, 

lipasas. oxidasas y pectinasas (Eerlingen et al. 1994: Eynard el al. 1995; Monfort 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 

reológicas, 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 al. (1992) reportaron el efecto de diferentes xilanasas en panes elaborados 

con harinas de bajo contenido de gluten y encontraron que una endoxilanasa de 

Aspergillus niger var awamori de bajo peso molecular (184 a 211 aminoácidos) 

presentó un efecto positivo en el volumen del pan sin efectos colaterales 

indeseables. También observaron que no todas las endoxilanasas actúan de la 

misma manera, ya que algunas de estas enzimas provocan un ablandamiento 

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

Las preparaciones enzimáticas comerciales, como ya se mencionó, contienen 

además de xilanasas, ami lasas pricipalmente La acción de ambas enzimas tiene 

un efecto sinérgico. Maat et al. (1992) reportaron que al usar una a-amilasa junto 

con una endoxilanasa el volumen del pan aumentó un 17%, con respecto al control 

(pan sin enzima) y un 7% con respecto a la xilanasa sola. Así mismo, el uso de 

Saccharomyces cerevisae transformada con un gen de a-ami lasa no presentó un 

efecto mejorador en el pan, pero al transformarla con genes de xilanasa y a­

ami lasa, la calidad se mejoró 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 aplicación de las xilanasas en la 

pnanificación, actualmente no se conoce con detalle como modifican la estructura y 

las propiedades de los xii anos en la masa. Una explicación es que, estas enzimas 

ayudan a la coagulación del gluten, ya que al hidrolizar a los xii anos eliminan el 

impedimento estérico que es ocasionado por la unión covalente de los xilanos con 

la proteína 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 gelificación 

puede ser afectada por la concentración de los xilanos, la concentración del 

oxidante, el pH, el contenido de cenizas y la presencia de compuestos orgánicos. 

Debido a que la gelificación se lleva a cabo en presencia de un oxidante, el 

fenómeno se denomina gelificación oxidativa. Las sustancias involucradas en este 

fenómeno son los arabinoxilanos que contienen ácido ferúlico. La gelificación 

ocurre debido a dos razones, por la dimerización del ácido ferúlico mediante una 

reacción de acoplamiento oxidativo que forma uniones intermoleculares y por la 

unión doble del carbono con el oxígeno, donde un radical tiol de una proteína 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 reológicas 

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

No todos los oxidantes son capaces de inducir la gelificación oxidativa sino que la 

inhiben como el bromato de potasio y el ácido ascórbico. Estos oxidantes se usan 

en la panificación para aumentar la formación de enlaces disulfuro entre las 

proteínas del gluten, lo que resulta en una masa más tenaz y extensible. Sin 

embargo, el uso de bromatos a causado controversia ya que a altas 

concentraciones resulta ser un agente carcinogénico. Su uso está prohibido en 

Europa y Japón. En los países donde todavía se utiliza, su uso está fuertemente 

regulado (Serna, 1996). Por que el uso de xilanasas para reemplazar a los 

bromatos representa una alternativa, ya que estas enzimas inhiben la gelificación 

oxidativa. 
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Figura 4. Dimerización del ácido ferúlico y su interacción con las proteínas. 
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Fuente: Hoseney, 1984; DAppolonia y Schawarz, 1992. 

Debido a la ccmplejidad de la masa ha sido necesario implementar técnicas para 

estudiar el efecto de las xilanasas sobre este sistema. En estas, los xii anos de la 

harina de trigo se han extraído y sometido a tratamíentos con xilanasas. Los 

resultados mostraron que los xilanos se solubilizaron con la consecuente 

dismunición de la viscosidad, debido posiblemente a la acción directa de las 

xilanasas sobre los fragmentos insolubles de los xilanos que se encuentran 

principalmente en la pared celular (Scr0der et al. 1999; Morales, 1999). 

También se estudió la asociación entre una arabinofuranosidasa y una 

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

arab¡ncf~rancs¡dasa, la cual 

sitios de unión disponibles para la endoxilanasa que al actuar, solubilizó en mayor 

proporción a los xii anos, que cuando se uso sola (Petit-Benvegnen et al. 1998). Es 

importante aclarar que estas investigaciones se han hecho en condiciones óptimas, 
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es decir. con exceso de agua y exposición directa de los xilanos a las enzimas. Sin 

embargo. en las masas los xilanos pueden estar parcialmente protegidos por otros 

compuestos ó 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. 1998). 

~ Otras aplicaciones. Por otro lado, otras de las aplicaciones de las xilanasas ha 

sido en el estudio de la estructura de polisacáridos de la pared celular en los 

vegetales, en la obtención de compuestos que ayudan a. esclarecer sus 

mecanismos de acción, en la producción de protoplastos de hongos y plantas y 

para la obtención de anticuerpos (Wong et al. 1988: Wang et al. 1999). 

En el campo de la medicina, las xilanasas recientemente han cobrado importancia. 

Sus productos de hidrólisis, como la xilobiosa, estimulan el desarrollo de las 

bacterias probióticas que se encuentran en el intestino del hombre, las cuales 

aportan múltiples beneficios a la salud. Este hallazgo es importante debido a que 

las bacterias probióticas se aislan difícilmente en el laboratorio y más 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, Ce/ul/omonas, Streptomyces, Penicillium, Trichoderma y 

Aspergillus (Marques et al. 1998; Clarke et al. 1997; López Férnández et al. 1998; 

Wang et al. 1999; Maat et al. 1992; Monfort et al. 1996; van Paridon et al. 1992; 

Picó 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 vía oral (Picó et 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 

enlaces ¡3-1,4-glicosídicos (endoglucanasas) por un mecanismo similar, son pocas 

las excepciones en que los microorganismos que degradan los xilanos son 

invariablemente celulolíticos y en ocasiones secretan una mezcla compleja de 

celulasas y xilanasas. simultáneamente. Aunque existen endoglucanasas 

bifuncionales. es decir. enzimas que hidrolizan ambos tipos de polisacáridos 

(celulosa y xilanos: Coughlan y Hazlewood. 1993) Royer y Nakas (1989) 

propusieron que la producción 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 composición heterogénea. En los hongos fitopatógenos la capacidad de 

producir varios sistemas hidrolíticos en sustratos como xilanos, pectina cítrica, 

pectina de manzana, carboximetilcelulosa, entre otros compuestos, les da una gran 

ventaja para invadir a sus huéspedes, los cuales contienen en su pared celular 

polisacáridos como celulosa, pectina y hemicelulosa ó para adaptarse rápidamente 

a los cambios en los sustratos (Riou et al. 1991; Sachslehner et al. 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 clarificación de jugos y vinos; y de a-amilasas, lipasas y xilanasas en la 

panificación (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 Aspergi/lus sp FP-470 fue aislada en nuestro laboratorio a partir de 

muestras de frutas en estado de descomposición. Este microorganismo fue 

seleccionado por su capacidad de producir una alta actividad xilanolítica 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 óptimos del filtrado 

producido a 37 oC 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 amplio rango de estabilidad al pH entre 2.5 a 9.0. La 

termoestabilidad de los dos filtrados en presencia de sustrato (xilanos de abedul al 

1 %) se incrementó un 80-85%. Los iones como el Na·, cr y 1\, estimularon 

levemente la actividad en el filtrado de 37°C, mientras que para el filtrado de 45°C 

fueron los io'nes Na·, CI·, Mg·2 y el Zn·2 10s que la aumentaron. En los dos filtrados 

se observó la presencia de varias endoxilanasas (Mendicuti et al. 1997). 

Sin embargo, esta caracterización se hizo en los filtrados crudos, por lo que era 

necesario conocer las propiedades fisicoquímicas y bioquímicas de al menos una 

de las xilanasas que produce Aspergillus sp FP-470, para estudiar su efecto en 

panificación. Por lo que fue necesario fraccionarla y purificarla. Planteándose el 

siguiente proyecto: 

>- Producción, purificación y caracterización de una xilanasa de Aspergi/lus sp FP-

470 Y su aplicación en panificación. 
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5. OBJETIVOS 

.. Producir, purificar y caracterizar bioquimicamente una xilanasa de Aspergillus sp 

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

OBJETIVOS PARTICULARES 

.. Establecer la mejor fuente de xilanos en donde Aspergillus sp FP-470 produzca 

la mayor actividad xilanolitica. 

.. Determinar la presencia de otras actividades enzimáticas asociadas, como 

celulasas, ami lasas y pectinasas . 

.. Evaluar la cinética de crecimiento y producción de las xilanasas de Aspergillus 

sp FP-470, en un bioreactor de 14 L. 

.. Aislar y purificar una xilanasa de Aspergillus 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 características sensoriales del 

pan y su comparación con muestras enzimáticas comerciales. 
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6. MATERIALES y MÉTODOS 

6.1 Microorganismo. Se trabajó con una cepa del género Aspergi//us, la cual fue 

aislada en el laboratorio a partir de frutas en estado de descomposición. La cepa se 

identificó como Aspergillus sp FP-470 se propagó en tubos inclinados de agar papa 

dextrosa (Bioxón, México). a 37°C y se conservó a temperatura ambiente. 

6.2 Medios de cultivo y condiciones de crecimiento. Para la producción de la 

actividad xilanolítica Aspergillus sp FP-470 se cultivó en el siguiente medio basal: 

K2HP04 0.2%, KH2P04 0.2%, (NH412S04 0.4% y extracto de levadura al 0.3%. Las 

fuentes de carbono que se utilizaron fueron: xilanos de abedul y avena (Sigma, 

Chem. Col, hemicelulosa (obtenida por extracción alcalina de alote de maíz), alote 

de maíz molido y salvado de trigo, todos al 1 %. Los medios se ajustaron a pH de 5 

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

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 

agitación de 100 golpes/min. Estos matraces se inocularon con una suspensión de 

esporas de la cepa en una concentración de 1 x1 06 esp/ml de medio. 

Para evaluar la cinética de crecimiento y producción de las xilanasas de Aspergillus 

sp FP-470 y obtener una considerabie cantidad de filtrado extracelular se realizó 

una fermentación en un bioreactor de 14 L, el cual se inoculó de la siguiente 

manera: la cepa de Aspergillus sp FP-470 se creció en un matraz Erlenmeyer de 

500 mi con 100 m! de medie basal con olote de maíz aI1%, a pH inicial de 5.0 y se 

incubó a 37°C por 48 h, con una agitación de 100 r.p.m. De este matraz se tomaron 

10 mi y se inocularon en un matraz Fembach de 3 L con 1 L de medio basal con 

alote de maíz al 1 % (previamente esterilizado a una temperatura de 121°C, durante 
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20 min) y se incubó a 37°C, durante 24 h. El contenido de este matraz se inoculó en 

el bioreactor de 14 L. que contenía 9 L de medio basal (ver párrafo anterior) y alote 

de maíz al 1 %, a pH inicial de 5.0. Las condiciones de crecimiento en el bioreactor 

fueron 37°C de incubación, 1 vvm de aireación y agitación de 200 r.pm. 

6.3 Crecimiento celular. El crecimiento del microorganismo en los medios de 

xílanos de xilanos de abedu y xilanos de avena se determinó por peso seco. 

Mientras que en los medio de hemicelulosa, alote de maíz y salvado de trigo se 

realizó por proteína intracelular. Para determinar peso seco se tomaron 10 mi del 

caldo de fermentación. se filtró por una membrana Millipore de 5.0 flm, previamente 

pesada. La biomasa retenida se secó en una estufa a 90°C, hasta peso constante y . 

por diferencia se calculó el peso seco que se expresó en mg de biomasa por mi de 

medio (mg/ml). Para determinar proteína intracelular se centrifugaron 5 mi del caldo 

a 3,000 r.p.m. (en una centrifuga clínica marca SOL-BAT, México), durante 10 mino 

El sobrenadante se eliminó, mientras que el paquete celular se lavó dos veces en 

solución salina y se resuspendió en 2 mi de agua; se homogenizó y se tomaron 0.5 

mi que se colocaron en un tubo eppendorf con un volumen equivalente de perlas de 

vidrio (Sigma Chem. Ca). El tubo se colocó en hielo durante 1 min y se agitó 

vigorosamente en vortex, esta operación se repitió dos veces. Después se 

centrifugó en una microcentrífuga marca Beckman, se tomaron 0.3 mi del 

sobrenadante al cual se le determinó proteína por el método de Lowry (1951). 

6.4 Azúcares reductores. La cuantificación de azúcares reductores se realizó a 

los filtrados extracelulares libres de células por el método del ácido dinitrosalicílico 

(DNS; Miller, 1959). La mezcla de reacción contenía: 0.1 mi del filtrado enzimático, 

0.9 mi de agua y 1 mi de DNS. Se colocó en un baño de agua en ebullición durante 

5 min, a continuación se le agregaron 10 mi de agua destilada, se mezcló y se 

midió la absorbancia a 575 nm en un espectrofotómetro Spectronic 20 (8ausch and 

Lomb). Los resultados se extrapolaron en curvas patrón con: glucosa, xilosa y ácido 

galacturónico ). 
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6.5 Determinación de actividades enzimáticas 

6.5.1 Actividad xilanolítica. Se determinó mediante la producción de azúcares 

reductores. los cuales se cuantificaron por el método del DNS (Miller. 1959). Se 

utilizó como sustrato una solución de xilanos de abedul al 2%. La mezcla de 

reacción contenía 0.5 mi de sustrato, 0.4 mi de solución amortiguadora de acetatos 

0.17 N pH de 5. Esta se preincubó a 50°C por 3 min e inmediatamente después se 

le agregó 0.1 mi del filtrado enzimático y se incubó por 10 mino La reacción se paró 

agregándole 1 mi del reactivo de DNS y se colocó en un baño en ebullición por 5 

mino A la mezcla de reacción se le agregaron 10 mi de agua destilada. se 

mezclaron y se determinó la absorbancia a 575 nm. Una unidad de actividad 

xilanolítica se definió como la cantidad de enzima que cataliza la formación de un 

Ilmol de xilosa en el tiempo de incubación bajo las condiciones del ensayo. 

6.5.2 Actividad amilolítica. Se midió con el método de tinción de yodo. La mezcla 

de reacción contenía 0.1 mi del filtrado enzimático y 0.8 mi de almidón soluble 

(marca Prolabo) al 1.2 %, disuelto en solución amortiguadora de acetatos 0.17 N 

pH 5.0. Se incubó a 40°C durante 10 mino Después de este tiempo se agregó 0.1 

mi de ácido sulfúrico 2 N agitando vigorosamente. De esta mezcla se tomó 0.1 mi y 

se añadió en 2.4 mi de lugol al 25%, mezclándolos. Inmediatamente después se 

midió la absorbancia a 620 nm. Una unidad de actividad amilolítica se definió como 

la cantidad de enzima que permite la hidrólisis del almidón (mg) en 10 min, bajo las 

condiciones del ensayo. 

6.5.3 Actividad exopectinolítica. Se evaluó por el método colorimétrico del DNS 

(Miller, 1959). Se utilizó como sustrato 0.5 mi de pectina al 1 %, mezclados con OA 

mi de solución amortiguadora de acetatos 0.17 N pH 5.0 Y 0.1 mi de filtrado 

enzimático. La mezcla se incubó a 45°C. durante 20 mino Una unidad de actividad 

exopectinolítica se definió como la cantidad de enzima que catalizó la formación de 

1.0 Ilmol de ácido galacturónico en las condiciones del ensayo. 

6.5.4 Actividad endopectinolítica. Se midió por el cambio de viscosidad de una 

solución de pectina al 1.0% pH 4.2, en un viscosímetro de Oswalt (CANNON 200 
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651 IY) a una temperatura de 30°C. Una unidad de esta actividad se definió como 

la cantidad de enzima que redujo en un 50 % la viscosidad de la solución de 

pectina, en 10 min (Aguilar et al. 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% ó 10%, ambos con 2.7% de bis-acrilamida (Bio-Rad 

laboratories). Se cargaron con 150 ¡¡g de proteína mezclados con solución 

amortiguadora con 4% de SOS (Bio-Rad laboratories), glicerol al 20%. 2-

mercaptoetanol al 10% (Bio-Rad laboratories) y azul de bromofenol al 0.005% 

disueltos en solución amortiguadora de Tris-HCI 125 mM pH 6.8. Se corrió en una 

unidad SE-600 (Hoefer Sci. Ins. U S. A.), a 30 mA, durante 2 a 3 h. Los geles 

elaborados en la unidad Migtly Small SE-245 (Hoefer Sci. Ins. U.SA) tardaron en 

correr de 45 a 90 min a 40 mA. LOs geles para detectar proteinas se tiñeron con 

una solución de azul de Coomasie R250 al 0.125 % (Bio-Rad), metanol al 50% y 

ácido acético al 10% durante 1 h. Después de este tiempo se destiñeron en una 

solución de ácido 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 concentración final de 

acrilamida deiS y 6.7% de anfolinas de marca SIGMA de pH 3-10. Se precorrieron 

durante 20 min a 20 watts; con el anolito (ácido 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 corrió a un voltaje límite de 2500 volts, durante 3.5 h. 

Uno de los geles se tiñó para proteínas, mientras que el otro se usó para detectar 

las proteínas con actividad xilanolítica. 

6.7 Actividad "in situ" (zimogramas). 

6.7.1 Actividad xilanolítica. Para determinar la actividad xilanolítica, los geles de 

poliacrilamida se lavaron en solución amortiguadora de Tris-HCI 0.01 M a pH 7.5 a 
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40°C, durante 1 h, En seguida se empalmó con un gel de agarosa al 1 % Y con 

xilanos acoplados con azul brillante de remazol (RBB-xilanos) al 04% Ambos geles 

se incubaron a temperatura ambiente en una cámara húmeda durante una noche: 

transcurrido este tiempo los geles se separaron, El gel de agarosa se sumergió en 

una solución amortiguadora de acetatos y etanol (1 :2) 1 h, para resaltar las zonas 

de hidrólisis y el gel de poliacrilamida se tiñó para proteínas (Mendicuti, 1996; Biely 

el al, 1985a y b; Royer y Nakas, 1985), 

6.7.2 Actividad amilolitica. El gel de acrilamida renaturalizado se sumergió en 

una solución de almidón soluble al 1.0 % disuelto en solución amortiguadora de 

acetatos 0.17 N pH 5 Y se incubó durante 1 h a 3rc. La solución de almidón se 

drenó y se le añadió lugol para detectar las bandas con actividad amilolítica. 

6.8 Purificación 

6.8.1 Ulltrafiltración. El caldo de cultivo que se obtuvo en el bioreactor de 14 L se 

filtró por algodón para eliminar restos de olote y de biomasa de Aspergillus sp FP-

470 Y se denomino como filtrado extracelular completo. Este filtrado se concentró 

en un sistema de ultrafiltración marca Amicon, con una membrana PM1 O 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 través de la 

membrana. 

6.8.2 Cromatografia de intercambio aniónico. El filtrado extracelualr completo 

ultrafiltrado (retenido) se purificó usando un sistema de Cromatografía Líquida de 

Alta Resolución para separar proteínas (FPLC, Fast Performance Liquid 

Cromatography), marca Pharmacia LKB, con una columna de intercambio aniónico, 

Resource "Q" de 6 mi, marca Pharmacia LKB. La columna se lavó y se equilibró 

con unfl solución amortigüadüía de Tris-HCi 20 mivi pH 8.0 por 30 minI hasta que el 

pH de la solución amortiguadora fue el mismo a la entrada y a la salida de la 

columna. La muestra se eluyó con un gradiente de NaCI de 0.0 a 0.5 M. Se 

colectaron fracciones de 3 mi, a las cuales se les determinó absorbancia a 280nm y 
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actividad xilanolítica. Las fracciones con actividad xilanolítica se mezclaron, 

dializaron y liofilizaron para sus análisis posterior. 

6.8.3 Cromatografía de intercambio catiónico. La fracción con mayor actividad 

del paso anterior se aplicó a una resina de intercambio catiónico débil de 

Carboximetil-Sepharosa. Esta resina se preparó de acuerdo a las especificaciones 

del fabricante y posteriormente se equilibró con una solución amortiguadora de 

acetatos 40 mM pH 5. La muestra se aplicó y se eluyó con un gradiente de NaCI de 

O a 1 M, se colectaron fracciones de 3 mi y se les midió absorbancia a 280 nm y 

actividad xilanolítica. Las fracciones con actividad xilanolítica se dializaron y 

liofilizaron para sus análisis subsiguientes. 

6.9 Caracterización de la xilanasa purificada 

6.9.1 Determinación del pH y temperatura óptimos del ensayo. Para encontrar 

el pH óptimo de la enzima purificada se determinó la actividad a diferentes pH·s 

(2.5 a 11). Las soluciones amortiguadoras que se utilizaron fueron: solución de 

glicina-HCI pH 2.5 a 3.4, solución de acetatos 3.5 a 5.5, solución de Tris-Maleatos 

5.5 a 8.5 y solución de glicina-NaOH 8.5 a 11. Todos a una concentración 0.05 M. 

La mezcla de reacción contenía 0.5 mi de xilanos de abedul al 2%, 0.1 mi de la 

enzima y OA mi de la solución amortiguadora a diferentes de pHs. Para determinar 

la temperatura óptima del ensayo la mezcla de reacción se incubó durante 10 min, 

a temperaturas desde 25 hasta 92°C; con la mezcla de reacción de 0.5 mi de 

xilanos de abedul al 2%, 0.4 mi de solución amortiguadora de acetatos 0.17 N pH 5 

Y 0.1 mi solución de enzima. 

6.9.2 Determinación de la estabilidad frente al pH y la temperatura. Para 

determinar la estabilidad de la enzima frente al pH se usaron las mismas soluciones 

amortiguadoras que en el punto anterior. La enzima se colocó en cada una de las 

soluciones amortiguadoras a los diferentes pHs y se incubaron a dos temperaturas 

4 y 25°C por 24 h. Después de este tiempo se tomó una alicuota de 0.1 mi y se 

midió la actividad xilanolítica residual, en las condiciones antes descritas. Para la 
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determinación de la temperatura sobre la estabilidad de la xilanasa, se colocaron 

tubos con la enzima en solución 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 incubación se les determinó la actividad xilanolítica a 50°C, según el método 

para la actividad xilanolítica y se comparó con un control sin tratamiento térmico. 

Por otro lado se evaluó 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 colocó en dos tubos con solución 

amortiguadora de acetatos 20 mM pH 5 a dos temperaturas 50 y 60°C De cada 

temperatura se tomó una muestra a diferentes tiempos y se determinó la actividad 

xilanolítica residual. 

6.9.4 Efecto de iones metálicos sobre la actividad de la xilanasa. A la mezcla 

de reacción de 0.5 mi de xilanos de abedul y 0.4 mi de solución amortiguadora de 

acetatos O. 17 N pH 5, se adicionó el ión correspondiente a una concentración final 

de 10 y 20 mM. Posteriormente, se determinó la actividad xilanolítica (se calculó la 

actividad relativa comparada con el control, al cual no se le adicionó ningún ión). 

6.9.5 Efecto de carbohidratos sobre la actividad de la xilanasa. La mezcla de 

reacción se incubó a 50°C durante 10 min a pH 5, en presencia de cada uno de los 

siguientes carbohidratos: arabinosa, celobiosa, galactosa, glucosa, xilosa, 4-0-

metil-D-glucuronoxilano a una concentración final de 10 mM y se determinó la 

actividad residual. 

6.9.6 Actividad de la xilanasa contra diferentes sustratos. Se evaluó la 

actividad xilanolítica con diferentes sustratos: xilanos de avena, hemicelulosa, olote 

de maíz, bagazo de caña, carboximetilcelulosa (Sigma Chem. Ca), celulosa 

cristalina, papel filtro, almidón soluble, arabino-galactosa y 4-0-metil-D­

glucuronoxilano, a una concentración del 2%. En todos los casos se utilizó la curva 
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patrón de la xilosa para calcular las unidades de actividad xilanolítica para referirla 

como la xilosa liberada. 

6.9.7 Determinación de las constantes cinéticas, Km y Vmax. La actividad se 

midió usando el sistema de reacción y las condiciones ya mencionadas a diferentes 

concentraciones de los sustratos: xii anos abedul y avena. hemicelulosa y 4-O-metil­

D-glucuronoxilano. Las constantes cinéticas se calcularon con la ecuación de doble 

reciprocos de Lineweaver-Burk. 

6.9.8 Evaluación de los productos de hidrólisis. Para determinar los productos 

de hidrólisis de la enzima purificada se realizó una digestión enzimática: 5 mi de 

xilanos de abedul al 2%, 4 mi de solución amortiguadora de acetatos 0.17 N pH 5, 

se preincubaron durante 3 min a una temperatura de 50°C, inmediatamente se 

agregó 1 mi de la enzima y se tomaron 0.5 mi a diferentes tiempos. Las muestras 

se colocaron en un baño de hielo y se hirvieron posteriormente, para inactivar a la 

enzima. Se midieron los azúcares reductores en cada alícuota y se analizaron por 

cromatografía en capa fina, sobre una placa de sílica gel de 8X5 cm, con 0.25 mm 

de grosor (Kiesel 60, Merck, México). El eluyente que se utilizó fue n-butanol­

acético-agua (2:1:1). Los azúcares estandar que se utilizaron fueron: xilosa y 

arabinosa. Las placas se revelaron con una solución de H2S04 al 10% en metanol y 

se calentaron a 100°C durante 5 mino 

6.10 Pruebas de Panificacion. 

6.10.1 Dosificación. Las dosis de la enzima purificada y del 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 

xilanolítica y se expresaron en partes por millón (ppm) de 25 a 200 ppm. Las 

muestras comerciales C1 y C2 se adicionaron a una concentración de 200 ppm, 

dosis recomendada por el fabricante para obtener un efecto positivo y se 

resuspendieron en una solución de glucosa al 10%. 
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6.10.2 Elaboración de los panes. Los panes se elaboraron de acuerdo al método 

10-09 (AACC, 1983) con 100 g de harina de trigo tipo Victoria (con 11 % de proteína 

y 2 a 3% de xii anos; Morales, 1999; Harinera Nacional S, A), 4 g de leche en polvo, 

3 g de manteca vegetal y 10 mi de una solución de azúcar, los cuales se colocaron 

y se mezclaron suavemente en una amasadora adicionándoles una solución de 

azúcar y sal al 5 y 1,5 %, respectivamente, además de levadura al 2% yagua 

(aproximadamente 10 mi), Las muestras enzimáticas se adicionaron en este punto 

ya masa se colocó en un molde metálico y se introdujo en una cámara de 

fermentación a 36::2°C, con humedad controlada, durante 2 h aprox, 

Posteriormente, la masa se paso a través de unos rodillos y se colocó en un molde 

para pan de 7x12 cm, previamente engrasado con manteca vegetal y se volvió a 

colocar en la cámara durante 55 min, En seguida se intodujo en un horno eléctrico 

a 220°C, durante 25 min, El pan se desmoldó y se pesó, 

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

colza y se expresó en cm3 

Valumen del pan 

cm3 

10 > 815 

9 --- 750 a 815 

8 -- 676 a 749 

7 --- 601 a 675 

6 --- 600 a 500 

5 -- < 500 

Así mismo, se evaluó el incremento del volumen comparado con el pan control pan 

control, al cual no se le adicionó muestra enzimática, 

6.10.4 Evaluación sensorial de los panes. Los atributos sensoriales fueron 

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

evaluaron con las siguientes escalas edónicas: 

Color de la costra Apariencia general 

5 ---muy dorada 10 --excelente 

4 ---dorada 9 ----muy buena 

3 ---ligeramente 8-----buena 

dorada 

2 ---poco dorada 7---regular 

1 ---o-nada dorada S-----suficiente 

5----mala 

Para las caractenstlcas Internas, los panes se cortaron por la mitad de manera 

transversal y se evaluó 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 

celdas pequeñas y uniformes. 

9 ----o-muy buena 9 ---acremado 

presencia de algunas celdas 

grandes. 

8 ---o-buena 8 ----amarillo acremado 

presencia de muchas celdas 

grandes. 

7 -----regular 7 -----amari 11 O 

celdas grandes y 

chicas con distribución no 

uniforme. 

S ---pobre S ----café 

celdas grandes con 

desgarraduras. I 
5 ----mala 5 ----café oscuro 

celdas grandes con desgarraduras 

y compactación en algunas zonas. 
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7. RESULTADOS Y DISCUSION 

7.1 Crecimiento y actividad xilanólítica 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 xilanolítica se realizaron fermentaciones en matraces Erlenmeyer de 500 

mi, con 200 mi de medio de cultivo con xilanos de abedul. xilanos de avena, 

hemicelulosa, alote de maíz y salvado de trigo, 

En la figura 5a se observa el crecimiento de Aspergil/us 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 aumentó de manera logarítmica hasta 

las 48 h, con un valor máximo de 5,84 mg/ml para el primer caso y de 5,73 mg/ml, 

para el segundo caso, Después de este tiempo, el microorganismo entró en fase 

estacionaria, 

En los medios con alote de maíz, hemicelulosa y salvado de trigo, el crecimiento 

de Aspergil/us sp FP-470 se expresó como proteína intracelular (!-Ig/ml), Figura 5b, 

Esta manera de expresar el crecimiento lo hizo Hernández (1995) quién encontró 

una correlación lineal entre el peso seco (mg/ml) y la ¡:¡roteína intracelular (!-Ig/ml), 

Lo que permitió usar los datos de proteína intracelular para cuantificar crecimiento 

celular en medios con fuentes de carbono insolubles como alote de maíz, 

hemicelulosa, salvado de trigo, bagazo de caña, etc,; donde la biomasa no se 

puede separar de las partículas insolubles, 

E! crecimiento de Aspergil/us sp FP-470 en las fuentes de xii anos insolubles 

presentó una fase lag que se prolongó hasta ias 24 h de incubación, después del 

cual aumentó de manera logarítmica y se mantuvo así hasta las 72 h. El mayor 
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crecimiento se obtuvo en olote de maíz con un valor de 197 ~lg/mL seguido de 

salvado de trigo (154 Ilg/ml) y en hemicelulosa de 118 Ilg/mL 
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Figura 5. Crecimiento de Aspergillus sp FP-470 en diferentes fuentes de xilanos. a) 
Peso seco (mg/ml) en xilanos de abedul ( • ) y xilanos de avena ( • ). b) Protelna intracelular (~g/ml) en 
hemicelulosa (A), olote("') y salvado de trigo (+). Cultivado en matraces Erlenmeyer de 500 mi a 37'C, 100 
rpm, durante 72 h. 

Al comparar el comportamiento en ambas gráficas se observó que Aspergillus sp 

FP-470 creció más rápido en xilanos de abedul y avena en las primeras horas y 

llegó a la fase estacionaria a las 42 h; mientras que en las fuentes insolubles el 

hcngo empezó a crecer a las 24 h Y en ninguno de los casos llegó a la ¡ase 

estacionaria durante el periodo estudiado. El alargamiento de la fase lag en 

sustratos insolubles es similar a lo reportado por John et al (1979) para una cepa 
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de Aspergillus niger cultivada en xilanos insolubles, donde la fase lag se prolongó 

hasta las 30 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 

desarrollo rápido de los microorganismos, como seguramente ocurrió en los 

medios de cultivo con alote de maíz, hemicelulosa y salvado de trigo, 

En todos los casos, el pH aumentó de 5.0 a 6.0 durante las primeras 24 h. 

Posteriormente, en los medios de xilanos de abedul y avena disminuyó a 5.6 a las 

72 h; mientras que en los medios restantes aumentó a valores de 6.5. 

Por otro lado, en los medios de xilanos de abedul y xilanos de avena se 

acumularon azúcares reductores a partir de las 48 h a una concentración de 0.12 

mg/ml. En los medios con salvado de trigo y hemicelulosa la concentración fue 

inferior a 0.073 mg/ml y 0.040 mg/ml, respectivamente. En tanto que en el medio 

con alote de maíz no se detectaron azúcares reductores. La acumulación de estos, 

está relacionada con la capacidad de los microorganismos para degradar 

polisacáridos en azúcares más pequeños, los cuales generalmente aprovechan 

para crecer (Rodríguez, 1998). En este caso, Aspergillus sp FP-470 mostró esta 

capacidad con excepción del medio de alote. Sin embargo, se ha reportado que 

hongos filamentosos en compuestos insolubles extienden sus hifas sobre la 

superficie y secretan enzimas para degradarlos y obtener así azúcares sencillos 

que introducen rápidamente a la célula (Rodríguez, 1998). Lo que podría ser una 

causa de que no se detectaron azúcares reductores cuando se creció al hongo en 

el medio con alote de maíz. 

La actividad xilanolitica que produJo Aspergillus sp H"-410 en las diferentes 

fue:ltes de xilanos se muestra en la figu~a 6. En todos los casos, a las 24 h, la 

actividad fue apenas detectable y aumentó de manera importanta a las 48 h. La 
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mayor actividad que produjo el microorganismo fue en el medio con alote de maíz 

de 39.56 U/mI. seguido de xii anos de abedul con 27.62 U/mi, mientras que en 

xilanos de avena fue de 19.17 U/mi y en los medios de salvado de trigo y 

hemicelulosa la actividad fue de 17 U/mI. 
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Figura 6. Actividad xii analítica de Aspergillus sp FP-470 en diferentes fuentes de 
xilanos. Xilanos de abedul (e). xilanos de avena (.), hemicelulosa ( ... ), alote ("f') y salvado de trigo (+). 
Cultivado en matraces Erlenmeyer de 500 mi a 37°C, 100 rpm, durante 72 h. 

El alote de maíz en un desecho agroindustrial que se utilizó sin ningú tratamiento 

previo, a diferencia de los otros que fueron extraídos mediante procesos químicos, 

lo que podría ser la causa de que en este medio Aspergillus sp. FP-470 produjo la 
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mayor actividad. También, el olote de maíz contiene otros polisacáridos como 

celulosa, pectina, almidón, lignina y otros compuestos que posiblemente ayudaron 

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

Tabla 3. Composición química de alote de maíz. 

Compuesto Porcentaje (%) 

Celulosa 

Hemicelulosa 

xilanos 

Pectina 

Lignina 

Almidón 

1 refendo al porcentaje total. 
Fuente: Watson y Ramstad, 1987. 

41.2 

36.0 

300' 

3.1 

06.1 

2-3 

La hemicelulosa fue extraída por hidrólisis alcalina del olote de maíz, lo cual 

ocasionó modificaciones químicas como desacetilaciones y reacciones de 

saponificación que pudieron influir en la producción de la actividad xilanolítica de 

Aspergi/lus sp FP-470, que resultó ser la mitad con respecto a la actividad en alote 

de maíz. 

En el salvado de trigo la actividad de Aspergillus sp FP-470 fue tal solo del 45%, 

con respecto al medio con olote. Este desecho agroindustrial contiene cerca del 

90% de xilanos insolubles, una gran cantidad de grupos fenólicos y ácido urónico, 

los cuales, según Voragen et al (1992) presentan mayor resistencia al ataque 

microbiano. 

Los xilar:os de abedul provienen de madera dura que contiene 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 contienen 

igual porcentaje de xii anos solubles e insolubles (50.4 y 49%; He et al. 1993). 
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La mayor actividad que produjo Aspergi/lus sp FP-470 en xilanos de abedul 

concuerda con los resultados obtenidos por Angelo el al. (1997) para una cepa de 

Aspergillus sp, donde en xilanos de abedul produjo 15% más de actividad que en 

xilanos de avena. Aunque Fernández-Espinar el al. (1992) encontraron mayor 

producción xilanolítica en xilanos de avena en una cepa del mismo género. 

Gomes el al (1994) plantearon que las fuentes insolubles son mejores inductores 

de xilanasas, ya que no ejercen represión catabólica por la presencia de 

sustancias solubles. Retomando esta aseveración se puede inferir que la 

acumulación gradual de azúcares reductores en xilanos de abedul. xilanos de 

avena y hemicelulosa a las 48 h de fermentación pudo influir en la síntesis de las 

xilanasas por Aspergillus sp FP-480. Kadowaki el al (1997) reportaron que 

Aspergillus sp produjo la mayor actividad en alote de maíz a partir de una 

concentración del 2%, ya que en xilanos de avena, por arriba de estas 

concentraciones se detectaron altos niveles de azúcares reductores en los medios, 

lo que también concuerda con el efecto que plantearon Gomes el al (1994). 

Por otro lado, Bailey y Viikari (1993) encontraron que cepas de A. oryzae y A. 

fumigalus producen una mayor actividad cuando se cultivan en glucuronoxilanos 

acetilados del árbol de haya. Sin embargo, A. fumigalus 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 xilanolítica 

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, aminoácidos, oligoelementos, etc. (Gcmes el al. 1994; 

Montes, 1998; Degrassi el al. 1998; Kadowaki el al. 1997; (Milagres el al. 1994; 

Kitpreecrlavanich el al. 1984; Lee el al. 1998). Estos, también han sido usados 
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para producir otros sistemas enzimáticos como amilasas, pectinasas, celulasas, 

etc. 

La producción de diversos sistemas enzimáticos en desechos agroindustriales es 

común. Sin embargo, en algunas aplicaciones de las xilanasas no es deseable la 

presencia de otras actividades enzimáticas; por lo que se determinó la presencia 

de actividades celulolítica. pectinolítica y amilolítica en los filtrados extracelulares 

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

Tabla 4. Actividades enzimáticas producidas por Aspergillus sp FP-470 en 
diferentes fuentes de xilanos 

Actividad 
Fuente de Xilanolítica Celulolítica Endo- Exo- Amilolitic 

xilanos pectinolitica pectinolítica a 
U/mi Ulml U/mi U/mi 

mg/ml 
Xllanos oe 

abedul 27.62 NO' NO NO NO 

Xílanos de 
avena 19.17 088 NO 1.84 NO 

Hemícelulosa 16.67 1.89 NO 4.76 NO 

Olote 39.56 7.31 0.22 9.67 1.4 

Salvado de 
trigo 17.16 2.95 NO 5.10 NO 

NO: no detectada 

El hongo no produjo activídad celulolítica en el medio con xilanos de abedul, 

mientras que en xilanos de avena la actividad fue apenas cuantificable (0.88 U/mi); 

en el medio con hemicelulosa fue 1.88 U/mi, en alote fue de 7.31 U/mi yen salvado 

de trigo de 2.95 U/mI. En los últimos dos casos, la actividad celulolítica que produjo 

Aspergillus sp FP-470 representó el 17.5%, con respecto a la actividad xilanolítica. 
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Por otro lado, este microorganismo produjo actividad pectinolítica y amilolítica, 

únicamente en el medio con olote de maíz a bajos niveles, con respecto a la 

actividad xilanolítica. 

Para poder comparar el perfil de proteínas extracelulares de Aspergillus sp FP-470 

que produjo en las fuentes de xilanos se realizó 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 

proteínas semejante en cuanto al número de bandas, mientras que en los medios 

de olote de maíz y salvado de trigo se observó un número mayor de bandas, 

resaltando algunas en la zona de 30, 40 Y arriba de 60 kDa. 

kDa a b e 

44-· .cc 

36-

20 

1 2345123451 2 3 4 5 

Figura 7. Gel de poliacrilamlda de proteínas extracelulares de Aspergillus sp. FP-
470 producidas en diferentes fuentes de xilanos. La cep~ ." incubó a 37°C, 100 rpm y 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 xilanolltica "in situ" y e) gel de poliacrilamida 
al 10%, sumergido en solución de almidón al 1%, para detectar actividad amilolltica 'in situ", de los filtrados 
extracelulares linea 1, xilanos de abedul; 2, xilanos de avena; 3, hemicelulosa; 4, olote de maiz; S, salvado de 
trigo. 
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El gel para RBB-xilanos se realizó para identificar bandas de proteína con 

actividad xilanolítica de los filtrados extracelulares de Aspergillus sp FP-470 (figura 

7b). En todos los carriles se aprecia un halo de hidrólisis que corresponde a una 

proteína de 22 kDa. Cabe mencionar que una endoxilanasa de 22 kDa se 

sobreprodujo cuando se cultivó a Aspergi/lus sp FP-470 a una temperatura extrema 

de 45°C (Mendicuti el al. 1997). Los autores mencionaron que esta proteína podría 

ser esencial para el crecimiento e hidrólisis de xii anos en este microorganismo. 

En el medio de olote (figura 7, carril 4) se observan otras zonas de hidrólisis, que 

corresponden a proteínas de 38, 54 Y 70 kDa. aprox. Esto significa, que en esta 

fuente de carbono. la cepa presentó la capacidad de producir varias xilanasas. 

mientras que en otras (por medio de esta técnica) solamente se detectó una sola 

banda con actividad xilanolítica. El hecho de que los microorganismos produzcan 

varias xilanasas no es sorprendente considerando la heterogeneidad de los 

sustratos, ya que para la hidrólisis es necesaria la acción cooperativa de varias 

enzimas con actividad xilanolítica, tal como se ha observado en otros Aspergi/lus 

(Frederick el al. 1985; Khana el al. 1995; Sunna y Antranikian, 1997; Wong el al. 

1988). 

El gel acoplado de almidón se realizó para detectar bandas de proteínas con 

actividad amilolítica (figura 7c). En el carril que corresponde al filtrado de xilanos 

de avena se observa un halo de hidrólisis que corresponde a una proteína de 28 

kDa, en hemicelulosa y salvado de trigo se observan dos halos a la altura de 34 y 

45 kDa y en olote además de estas dos bandas se detectó una más de 48 kDa. En 

el filtrado de xilanos de abedul no se detectó actividad amilolítica. 

Por lo que la composición de la fuente de carbono fue detenninante en la 

producción de diferentes sistemas enzimáticos. Aspergi/lus sp FP-470 produjo 

varias xilanasas en olote de maíz, posiblemente por la heterogeneidad de esta 

fuente de fuente de carbono. El uso potencial de los filtrados extracelulares 

depende de las actividades enzímáticas que contienen, así como de la producción 

de xilanasas. 
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7.2 Crecimiento y actividad xi/analítica de Aspergillus sp FP-470 

cultivado en alote de maíz en un fermentador de 14 lo 

Una vez establecido que Aspergillus sp FP-470 creció y produjo la mayor actividad 

xilanolítica en olote de maíz se realizó una fermentación 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 purificación. 

En el transcurso de esta fermentación se observaron dos fases (figura 8) En la 

primera fase el crecimiento de Aspergillus sp FP-470 aumentó de manera 

exponencial hasta las 26 h de incubación a un valor de 260 mg/ml y el pH del 

medio se incrementó de 5.1 a 6.5. El microorganismo no produjo actividad 

xilanolítica en las primeras 8 h, pero a las 26 h aumentó a 70.13 U/mI. 

En la segunda fase que comprendió de las 26 h a las 72 h, el crecimiento del 

hongo se detuvo; del mismo modo el pH y la actividad xilanolítica no se 

modificaron. 

En el fermentador el microorganismo creció con más eficiencia, en tiempos más 

cortos y produjo una actividad xilanolítica casi del doble que la obtenida a nivel de 

matraz. Este tipo de comportamiento es semejante al que presentó la cepa de 

Aspergillus niger en un fermentador de 14 L, donde la producción de la actividad 

xilanolítica registró un importante incrementó a partir de las 30 h de incubación y 

se detuvo a las 60 h aproximadamente (John et al. 1979). Por otro lado, estos 

resultados no concuerdan con lo íepürtadü púf Kadowaki et ai (i 997), en donde el 

crecimiento y producción de la actividad xilanolítica de Aspergillus sp se 

incrementaron en tiempos más prolongados, alrededor de las 72 h. 
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Figura 8. Crecimiento y producción de actividad xilanolítica de Aspergi//us sp FP-
470 cultivado en olote de maíz al 1 % en un fermentador de 14 L. a 37'C. 200 r p m. 1 wm. durante 72 h. 
Crecimiento celular (:). actividad xii ano lítica (e) y pH (n). 

Con el fin de observar la aparición de las xilanasas que produce Aspergillus sp FP-

470 en el fermentador se elaboraron geles de electroforesis en condiciones 

desnaturalizantes y de actividad xilanolítica "in situ" del filtrado extracelular a 

diferentes tiempos (figura 9). En el gel de proteínas se observaron bandas a partir 

de las 26 h, las cuales se mantuvieron iguales el resto de la fermentación. De la 

misma manera, en ei gel de actividad se observaron halos de hidrólisis a las 26 h 

de 22, 36 Y 60 kDa (figura 9b). Estos pesos moleculares corresponden a las 

xilanasas de esta cepa cuando se creció en matraces de 500 mi (figura 7b, carril 

4). 
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Figura 9. Cinética de producción de enzimas extracelulares de Aspergillus sp FP-
470 cultivado en olote de malz al 1 % en un fermentador de 14 L, a 37'C, 200 r. p. m, 1 vvm, 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 xilanolltica "in sitl/' de los filtrados. Linea 1, t26 (26 horas, 
tiempo de incubación); 2, t50; 3, t72. 
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7.3 Purificación de la xilanasa de Aspergillus sp FP-470. 

El filtrado extracelular que produjo Aspergillus sp FP-470 el fermentador con olote 

de maíz presentó varias xilanasas por lo que se procedió a fraccionarlo mediante 

diferentes pasos cromatográficos en un sistema FPLC (Fast Performance Liquid 

Cromatography) con la finalidad de purificar al menos una xilanasa para 

caracterizarla bioquímicamente y estudiar su efecto en panificación. 

El filtrado extracelular con actividad específica de 141.84 U/mg de proteína se 

concentró alrededor de 10 veces por ultrafiltración con una membrana PM10. Las 

fracciones que se obtuvieron se nombraron como: el retenido y el permeado. El 

permeado contenía el 4% de la actividad xilanolítica y el retenido el 96% (tabla 6). 

Un mililitro del permeado se inyectó a una columna de intercambio aniónico, 

Resource "Q". La muestra se resolvió en cinco picos con actividad xilanolítica, los 

cuales se nombraron de acuerdo a su orden de elución (figura 10). El pico 1 eluyó 

al lavar la columna con solución amortiguadora de Tris-HCI 20 mM pH 7. Los otros 

picos eluyeron al aplicar el gradiente de NaCI; el pico II eluyó a una concentración 

de 0.15 M; el pico ID a 0.18 M de NaCI y los picos IV y V eluyeron a una 

concentración de 0.24 y 0.34 M de NaCI, respectivamente. 

Este orden de elución sugirió que las xilanasas del pico 1 que no se adsorbieron en 

la resina tenían una carga eléctrica de superficie parcial positiva y que las 

xilanasas que se absorbieron presentaron una carga parcial negativa (O~uela, 

1998). La elección de esta resina como primer paso cromatográfico fue debido a 

que el piro I íetuvú el 64% de actividad y a ia buena resoiucién que presentó (tabla 

6). Posiblemente este pico ya no contenía muchas proteínas, ni todas las xi la nasas 

de la muestra que se inyectó. Por lo que, las fracciones del pico 1 se mezclaron, 

dializaron, liofilizaron y se cargaron a una columna de intercambio catiónico, 
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Carboximetil-Sepharosa (CM-Sepharosa), previamente equilibrada con una 

solución de amortiguadora de acetatos 20 mM a pH 5. Luego de aplicar la muestra, 

la columna se lavó y eluyó con un gradiente de NaCI de O a 1 M pH 5. 
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Figura 10. Cromatograma de elución de la columna Resource "O" del filtrado 
extracelular de Aspergil/us sp FP-470, cu~ivado en olote de maíz al 1% en el fermentador de 14 
L, a 37'C, 200 r. p. m, 1 wm y pH 5. La columna fue equilibrada con Tris·HCI 20 mM a pH 8, con un flujo de 
1 ml/min y un gradiente de elución de NaCI de 0.0 a 0.5 M. Se colectaron fracciones de 3 mI. Absorbancia a 
280 nm, ( O l y actividad xilanolitica, ( • l. 

El cromatograma de la columna de CM-Sepharosa presentó tres picos de proteína 

a 280 nm. El pico I-b (se nombró de esta manera porque proviene del pico 1 de la 

columna Resource "O") fue el que presentó actividad xilanolítica y eluyó a una 

concentración de 0.4 M de NaCI (figura 11). 
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Figura 11. Cromatograma de elución de la columna de Carboximetil-Sepharosa del 
pico 1 de Resource "O". La resina se equilibró con una solución amortiguadora de acetatos 20 mM a 
pH 5, aplicando un gradiente Nael de O a 1.0 M a pH 5. Densidad óptica a 280 nm, ( O J; actividad xilanolítica, 
(.J. 
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Tabla 6 Cuadro de purificación de la xilanasa purificada de Aspergillus sp FP-470 

Pasos Actividad Proteína Actividad Factor de Porcentaje de 
Total Total Específica Purificación Recuperación 
UTOT mgToT Ulmg 

Filtrado 
extracelular 820,000 5781.0 141.84 1 100 

Concentrado 1 795,300 471.81 1685.72 11.88 96 

Resource "O" 
Pico 1 528.000 1.66 3178.52 ??,4 64 

CM-Sepharosa 
Pico I-b 327,000 0.731 447.02 31.53 40 .. 

. retenido que se obtuvo por ultrafillraclon. 
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De esta manera, se purificó una xilanasa de 22 kDa, alrededor de 31 veces y el 

porciento de recuperación de actividad fue de 40%. (figura 12, carril 3 y 4). Esta 

proteína se nombró como xil22 y su pureza se consideró aceptable para realizar la 

caracterización bioquímica. 
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Figura 12. Peso molecular de la xilanasa purificada de Aspergillus sp FP-470. El gel 
de poliacrilamida al 10% se corrió 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 a11% 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, Fernández-Espinar et al. 1993, Khanna et al. 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), Bacillus 

sp, cepa k-1 de 23 kDa (Ratanakhanokchai et al. 1999), entre otros. 
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De acuerdo a la clasificación hecha por Gilkes et al (1991), xil22 pertenece a la 

familia G (11). Diferentes xilanasas de esta familia se han usado en pruebas de 

blanqueolbiopulpeo y han incrementado la brillantez del papel (Clarke et al. 1997). 

En la elaboración de alimentos para animales de granja, el uso de una xilanasa de 

22kDa (281 aminoácidos) logró reducir la viscosidad en alimentos ricos en xii anos 

e incrementó la absorción de los nutrientes. Así mismo, Maat et al (1992) 

describieron el efecto mejorador en panificación de una endoxilanasa de 211 

residuos de aminoácidos (22 kDa) producida por Aspergillus niger var. awamori, ya 

que incrementó el volumen específico de los panes. Por lo que. xil22 se podría 

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 adherió 

fuertemente a la resina, lo que hizo casi imposible desadsorberla con activídad, 

aún al aplicar el gradiente de NaCI 1 M. En otros casos, la resina se compactó 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 están 

fabricados con derivados de celulosa como Sephadex, Sepharosa, etc; que al 

entrar en contacto con xilanasas pierden sus propiedades mecánicas (Wang et al. 

1993; Nordberg et al. 1998). 
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7.4 Caracterización bioquímica de la xilanasa purificada de 

Aspergillus sp FP-470. 

La caracterización bioquímica de xil22 se realizó para conocer algunas de sus 

propiedades, como pI, pH Y temperatura óptimos, estabilidad con diferentes iones, 

etc., para su mejor manipulación y establecer sus posibles usos potenciales en 

procesos industriales. 

7.4.1 Determinación del pi 

El pi de xil22 fue 8.9, aproximadamente (figura 13). La mayoría de las xilanasas 

presentan valores de pi que van de 4 hasta 10.5. Entre las xilanasas de pi básico 

encontramos a las de Trichoderma víride de pi 10.3 (Bailey et al. 1992), de 

Fusarium oxysporum de pi 9.5 Y 8.45-8.7 (Christalopoulos et al. 1996) y Aspergiffus 

niger de pi 8.6 Y 9 (Fournier et al. 1985; tabla 6 y 7). 

Wong et al. (1988) mencionaron que una de las finalidades de determinar el pi en 

las xilanasas es para comparar las diferentes xilanasas que produce un 

microorganismo con las de otro con pi semejantes como las de T. harzianum E58 

de pi 9.5, 9.4 Y 8.5 que podrían corresponder a xilanasas que produce T. reesei 

con pi de 10.3, 8.6 Y 8.5. También clasificaron a las endoxilanasas de acuerdo a la 

relación de su pi y peso molecular. De acuerdo a esta clasificación xil22 caería 

dentro de la categoría de xilanasas básicas/ peso molecular bajo (8.9/22). El 

objetivo de esta clasificación es para identificar y predecir las funciones que cada 

categoría realiza en la hidrólisis de xilanos. Por ejemplo, la endoxilanasa de 

Aspergiffus de 26 kDal7.2 (Khana et al. 1995), dos de Fusarium oxysporum 

~"8'" e •• ...,.., 1::/0 Al:. 0'7 '("".;,.. .... 1 ............ ,.1 ......... ..... 1> ..... 1 10aa\ \1 nt,.-::lI 1"10. 1lC'nL3r",jlll/C' ní,.,or 

¿'V. 1:::1."; Y L..J . ...JIU . ..,""'-U. I \ \JI l':;)l.CUV..,V~ .. IIV"" co, ell. I ..J .... v I 1 """, ~ ......... F ..... f-' ...... ':;1 ........... '''::1' .. ;0 

13/8.6 Y 13/9.0 (Fournier et al. 1985) hidrolizan oligosacáridos de cadena larga con 

un GP de 4, producen xilobiosa en menor proporción, se unen a la celulosa 

cristalina pero no a los xilanos insolubles, rompen preferencial mente las uniones 
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internas glicosídicas por lo que presenta un modo de acción endo y ninguna actúa 

contra xilotriosa. 

Por otro lado, se ha observado que las enzimas se unen a su sustrato específica ó 

in específicamente, lo que depende de diversas interacciones como: fuerzas 

electrostáticas, hidrofóbicas, puentes de hidrógeno, etc. Se ha encontrado que dos 

xilanasas de Aspergillus oryzae se unen en forma diferente a xilanos insolubles 

dependiendo de su pI. La xilanasa con pi 6.9 se unió más rápido que la xilanasa 

que mostró un pi de 4.9. Esta característica se ha observado en otras 

endoxilanasas de pi básico. La enzima xil22 pertenece entonces a xilanasas de 

bajo peso molecular y pi básico, por lo que podría presentar un comportamiento 

hidrolítico similar, así como un modo de acción endo . 

+ 

1: 

. . "h, 
;'"~''' 

2 

Figura 13. Isoelectroenfoque de xil22. (a) Gel de poliacrilamida al 10%, se corrió en condiciones 
nativas. (b) Gel Acoplado de Agarosa a11% + RRB-xilanos al 0.4%. Linea 1, filtrado completo; 2, xi122. 
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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 

óptimas de incubación. Del mismo modo, es importante saber la estabilidad de la 

enzima a diferentes temperaturas de incubación para determinar las mejores 

condiciones de almacenamiento. Al evaluar la temperatura óptima del ensayo de 

xil22 se encontró que fue de 600 e. A 25°e se obtuvo la temperatura más baja que 

fue el 13%, con respecto a la máxima actividad. A 800 e presentó solo el 7%. 

mientras que a 92°C no presentó actividad xilanolitica (figura 14). De acuerdo a la 

gráfica se puede considerar como la región de actividad óptima del ensayo entre 

50 y 600 e. 
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Figüra 14. (~) Temperatura óptima de! ensayo de !a .xilanflsa purificada de 

Aspergillus sp FP-470. La determinación se realizó en solución amortiguadora de acetatos 0.17 N a pH 

5.0, incubando en las temperaturas indicadas y usando el método de azúcares reductores con ONS. El 100% 

de la actividad xilanolitica corresponde al 388 U/mI. (b) Gráfica de la ecuación de Arrhenius para calcular la 

energia de activación. Los valores de la ecuación de la recta fueron: y=-3180.65x + 12.31. R'= 0.96. 
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La mayoría de las xilanasas de microorganismos mesofílicos como éste presentan 

su máxima actividad entre 40 y 65°e, por ejemplo, las xilanasas de Aspergilfus 

niger (van Paridon el al. 1992), Aspergilfus nidulans (Fernández-Espinar el al. 

1993), Trichoderma harzianum E58 (Sunna y Antranikian, 1997) y Bacilfus sp k-1 

(Ratanakhanokchai el al. 1999) que coinciden con una temperatura óptima de 

60°C. 

A partir de la curva de temperatura óptima se calculó el valor de la energía de 

activación (Ea) de acuerdo con la ecuación de Arrhenius (figura 14b). El valor de la 

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

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

kJ/mol (tabla 7). 

Tabla 7. Energías de activación de 13(1-4) xilanasas del género Aspergillus 

Microorganismo xiranasa 
, 

Sustrato en dor.de Energia de 

I 
Referencia ! 

se realizó la activación 
I 

determinación kJ/mol I 
A niger 

I 
p14.5 xilanos de haya 33.1 I Shei el al. 1985. 

A niger pi 4.5 1(ilanos de haya 460 I Shei el al. 1985. 

A niger I pi 8.6 xilanos de haya 

I 
30.41 Shei el al. 1985. , 

A niger pi 9.0 xilanos de haya 38.80 Frederick el al. 1985. 

A niger 24 kDa xilanos de avena I 9.6 Fndez-Espinar el al. 

I 1996 

A ochraceus 48 kDa desechos agrícolas I 45::2 I Bíswas el al. 1990. 

Aspargillus sp 22 xilanos de abedul 60.80 I Este trabajo. 

FP-470 I 

Se estudió la estabilidad térmica de xil22 dentro de un rango de 25 a 8Goe (figura 

15). Entre 25 y 40°C conservó el 100% de la actividad, a 500 e disminuyó hasta un 

35% y a 65°e perdió 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 perdió el 20% y a 50°C perdió el 60% de su actividad 

(Gessesse y Mamo, 1998). Las xilanasas de Aspergil/us. 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 (Fernández Espinar 

el al. 1993) 
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Figura 15. Estabilidad térmica de la xilanasa de Aspergil/us sp FP-470. La enzima fue 
incubada a diferentes temperaturas (25-90°C), durante 30 mino en solución amortiguadora de acetatos 0.17 N 
pH 5 Y se determinó la actividad residual (xi122 sola, O ). De la misma manera se ~rocedi6 cuando se evaluó 
el efecto del xilanos de abedul al 1%, ( • ); qlicerol al 10%, ( ... ) y sorbitol al 10% ( .., ). 

Los dates de estabilidad de !a xi!anasa de Aspergillus sp FP-470 pSímiten saber 

que la enzima es estable 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 elaboración de cerveza, se requiere 

de enzimas estables a 72°C (temperatura a la cual se lleva a cabo la sacarificación 

del mosto). Por otro lado, en la industria de la pulpa y del papel. también se 

requieren de enzimas termoestables, ya que la deslignificación se lleva a cabo a 

temperaturas de 70 a 80°C. Por esto, xilanasas de baja estabilidad térmica no son 

útiles para estas aplicaciones. Este problema se ha solucionado con la adición de 

termoprotectores como los mismos xilanos y el glicerol: observándose que la 

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 evaluó el efecto 

de xilanos de abedul al 1 %, glicerol y sorbitol al 10%, que podrían funcionar como 

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

Los resultados muestran que la estabilidad térmica aumentó en presencia de 

xilanos de abedul, ya que mantuvo el 100% de actividad a 55°C y sin protector sólo 

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 utilizó un 

protector, la estabilidad térmica de xil22 se conservó a temperaturas más altas, El 

aumento de estabilidad en presencia de algunos compuestos se debe 

posiblemente a la protección del sitio catalítico de la enzima, lo que ocasiona que 

la actividad se retenga a a! aumentar la temperatura, 

7.4.3 Decaimiento ténnico 

El decaimiento térmico de xil22 a 60°C fue muy drástico, ya que a los 6 min de 

incubación perdió cerca del 50% de su actividad (figura 16): este tipo de 

comportamiento se denomina de primer orden (Femández-Espinar et al. 1993; 

Frederick et al. 1985). El tiempo de vida media (t1l2) fue de 7.5 min y mantuvo el 

14% de la actividad a los 25 min de incubación y tan solo el 5% a los 90 mino 
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En la curva que corresponde a 50°C se observan tres pendientes que podrían 

deberse a la desnaturalización gradual de la enzima debido a la ruptura de los 

enlaces no covalentes, se descarta la posibilidad que sea por la acción de 

proteasas, ya que no se encontraron en la muestra de xi122, 
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Figura 16. Decaimiento térmico de xil22 de Aspergillus sp FP-470 a 50 y 50°C, La 
enzima se incubó en solución amortiguadora de acetatos 0.17 N a pH 5 durante los diferentes tjemp~s y se le 
d~term;nó La activid.d xllanolítica residual. SODC ( O ) Y 60°C ( • ), 

:..a primera pendiente fue la más pronunciada (abarca de O a 30 min), donde xil22 

enzima pierdo el 30% de su actividad, En la segunda pendiente (45 a 180 min), la 

enzima perdió otro 39% de su actividad; y en la tercera pendiente la actividad el 
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decaimiento se mantuvo constante y perdió 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 t1:2. a 60°C. Fernández-Espinar et al (1993) observaron 

un comportamiento similar en una xilanasa de Aspergillus sp. la cual se inactivo a 

los 6 min. cuando se incubó a su temperatura óptima de 62°C. A 50 y 55°C también 

se incrementó el t1/2, siendo de 40.6 y 2 h, respectivamente. Así también, dos de 

las xilanasas que produce Aspergillus sp también se inactivaron en un tiempo de 

15 y 7 min a 60°C (Khana et al. 1995). 

En la industria de la panificación se han usado enzimas con una temperatura 

óptima de 45°C (Monfort y et al. 1996) y 60°C (Fernández Espinar et al. 1996 y 

1993). La xilanasa reportada por Fernández-Espinar et al (1996) retuvo el 15% de 

su actividad a 70°C y se inactivo a los 6 mino de incubación a su temperatura 

óptima (60°C). Se ha observado que la desnaturalización de enzimas para 

panificación empieza entre 54-70°C y se inactivan completamente a 94°C (Debyser 

et al. 1998; Martin y Hoseney, 1991). Aparentemente, para esta aplicación no son 

necesarias enzimas con una gran estabilidad térmica ni con una temperatura 

óptima alta. Xil22 no presenta alguna desventaja al respecto y se podría 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 óptimo es una característica 

importante para conocer las condiciones óptimas de reacción de la enzima. Así 

mismo, su estabilidad a diferentes valores de pH permite saber en que rango la 

enzima se puede manejar sin que pierda su actividad. 

Al evaluar el pH óptimo del ensayo de la xilanasa se observó que la máxima 

actividad fue a pH de 5.5, abajo de este valor se presentó el 80% de actividad, y a 
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pH entre 6.0 y 7.0 retuvo el 95%, aprox. Fuera de estos valores, la actividad de 

xil22 disminuyó el 70% (figura 17). Esta enzima se puede manejar dentro de un 

rango de pH 5 a 7.5 sin que pierda más del 50% de su actividad. 
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Figura 17. pH óptimo de actividad de la xilanasa de Aspergillus sp FP-470. La enzima 
se incubó a diferentes pHs de 2.5 hasta 11 a 60'C, durante 10 mino Los amortiguadores que se utilizaron 
fueron: glicina-HCI de 2.5 a 3.5 ( • ); acetatos de 3.5 a 5.5 ( O ); Tris-maleatos 5.5 a 8.5 (.): glicina-NaOH 
8.5 a 11 ( = ). a una concentración de 0.05 M. 

La mayoría de xilanasas de origen fungal presentan un pH óptimo entre 4.0 y 6.5. 

Así, xilanasas de Asperglllus mdulans, Aspergillus sp, Baclllus BP-23 y Micrococcus 

sp AR-135 presentaron el mismo valor de pH óptimo de 5.5 (Fernández-Espinar et 

al. 1993; Ratakhanokchai et al. 1999; Blanco et al. 1995; Gessesse y Mamo, 1998). 
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El efecto del pH sobre la estabilidad de la enzima se realizó incubándola a 4 y 

25°C por 24 h. a los diferentes pH: después de este tiempo se midió la actividad 

residuaL En la figura 18 se observa que a 4°C la enzima presentó más del 50% de 

su actividad en un rango de 5 a 10.5 unidades de pH. La estabilidad fue mayor 

cuando se incubó a 25°C y conservó 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. La enzima se 
expuso a diferentes pH en una rango de 2.3 a11.5, en las soluciones amortiguadoras que se mencionan en el 
párrafo de pH óptimo. a dos temperaturas 4 y 25'C, durante 24 h. Después de este tiempo se midió la 
actividad residual. 

Una xilanasa de A. fumigatus presentó el mismo comportamiento en un rango de 4 

a 12 unidades de pH (Kitpreechavanlch et al. 1984); así 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 aplicación de algunos procesos industriales: en el blanqueo de la pulpa. 

ayudan a disminuir la cantidad de ácido necesario para la hidrólisis de los 

desechos agroindustriales (ya que los xilanos son solubles a pH alcalinos), en la 

obtención de azúcares fermentables y en su bioconversión (Breen y Singleton, 

1999: Gessesse y Gashe. 1997, Gessesse y Mamo, 1998). Sin embargo en otras 

aplicaciones, como en la elaboración 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 ácido. alrededor de 3, debido a que la digestión se lleva a 

cabo en condiciones ácidas (Krengel y Dikstra, 1996: van Paridon et al. 1992) 

Xil22 no podría usarse en ninguno de los dos casos ya que es estable a pH 4.5 Y 

pH 8.5. pero con muy poca actividad. 

En la panificación se han usado enzimas xilanolíticas con una estabilidad de 4 a 9 

unidades de pH; así por ejemplo, la endoxilanasa de Aspergil/us sp retuvo el 90% 

de su actividad a pH de 5- 6.7 Y presentó un efecto mejorador en panes 

(Fernández-Espinar et al. 1993; Monfort et al. 1996). Una de las enzimas 

caracterizadas y aplicadas en panificación fue la lipasa recombinante de G. 

candidum con pH óptimo de 8.5 y estabilidad a pH 5-9 del 20 al 40% (Monfort et al. 

1999). Por estos antecedentes, xil22 sí podría usarse para esta aplicación ya que 

no se requieren enzimas con una gran versatilidad al pH, sino que se mantengan 

estables a pH cercanos a la neutralidad. 

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

forma natural y pueden presentar diversos efectos sobre las xilanasa, desde 

¡;egativü pronunciaúo, inhibiendo compietamente la actividad; positivo, 

incrementando la actividad; hasta necesario. funcionando como cofactores, que se 

utilizan para que las enzimas lleven a cabo su función (Bastawde, 1992). 

Enseguida se presenta el efecto del KCI y del NaCI sobre la actividad de xil22 
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(figura 19). El KCI presentó un aumento del 10% a concentraciones de 50 a 

100mM sobre la actividad de xi122. Por su parte, el NaCI disminuyó 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). 
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Figura 19, Efecto de la concentración de KCI y NaCI sobre la actividad de la 
xilanasa. A la mezcla de reacción de 0.5 mi de xilanos de abedul, 0.4 mi de solución amortiguadora de 
acetatos O 17 N a pH 5, se le adicionó el ión correspondiente a las diferentes concentraciones de 10 a 100 
mM, enseguida se le añadió 0.1 mi de la enzima y se determinó la actividad residual. KCI (o) y NaCI (e ) 

Con respecto al NaCI, su efecto inhibitorio es claro, posiblemente fue debió a la 

fuerza iónica que ejerció sobre la xilanasa, lo cual resulta importante ya que en 

algunas aplicaciones es común adicionar sales. Por ejemplo, en las masas de 
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panificación, el NaCI se utiliza como agente saborizante para contrarrestar el sabor 

dulce de los edulcorantes. Fortalece el gluten por que modifica la fuerza iónica de 

las proteínas. También baja ligeramente la actividad del agua (Aw), por lo que sirve 

como agente conservador. Las cantidades generalmente utilizadas varían de 10-20 

mg (Serna, 1996). La concentración de 100 mM equivale a 5.44 mg (que 

representa la mitad del uso recomendado). Por lo que se esperaría que a 10 mg 

(nivel mínimo usado), la actividad de la enzima se vea afectada al usarla en la 

panificación. lo que se debe de considerar al momento de la formulación del pan. 

Se probaron también sales diva lentes (tabla 8). La xilanasa en presencia de Ba2
-, 

Mg
2C 

y Ca
2c 

a una concentración de 10 mM conservó su actividad en un 82, 78 Y 

64%, respectivamente. Este efecto negativo fue más marcado cuando se probaron 

concentraciones de 20 mM. La enzima resultó con una actividad residual de 60. 60 

Y 35%, respectivamente. 

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

Ión Actividad Residual % 

[10mM]' 
1 

[20mM] 

Control 100 

I 
100 

Ba'" 82 60 
I Mg'S 78 60 

Ca"; 64 35 

Zn'" 22 O 

Co,a 27 O 

Cu"; O O 

Fe"'" 35 O 

La actividad residual de xil22 en presencia del Zn 2
';, Ca 2~, Cu2S y Fe3

; a 10 mM 

disminuyó a un 22, 27 O Y 35%, mientras que a una concentración de 20 mM el 

efecto fue más severo e inactivaron totalmente a la enzima. Resumiendo, xil22 no 
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necesitó de ninguno de los iones probados como cofactor. El efecto negativo sobre 

la actividad de xil22 fue más severo al aumentar la concentración del ión. 

Los resultados de la tabla 8 son similares a los obtenidos con xilanasas de 

Aspergil/us, Bacil/us y Micrococcus. donde el CU2~, CoF
, ZnE y Fe3

; a 1 mM 

inhibieron la actividad un 26, 17, 10 Y 84%, respectivamente y en Micrococcus en 

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

7.4.6 Efecto de carbohidratos en la actividad de xil22 

Algunas enzimas se inhiben ó activan por la acumulación de sus productos de 

hidrólisis. En xilanasas se conoce poco al respecto, uno de los casos que se han 

estudiado reveló que xilanasas de Sporotrichum dimorphosporums fueron 

afectadas por xilobiosa y por su análogo no hidrolizable, la 4-tioxilobiosa Esto 

sugirió que las xilanasas son reguladas por pequeños fragmentos producto de la 

hidrólisis de xilanos mediante un mecanismo alostérico (Biely el al. 1992). En la 

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

Tabla 9. Efecto de carbohidratos en la actividad de xi122. 

Sustrato 

Xilano 

Xilano+ramnosa 

Xilano+celobiosa 

Xilano+galactosa 

Xilano+arabinosa 

Xilano+glucosa 

Xilano+xilosa 

Actividad Relativa 

% 

100 

99.20 

84.30 

50.90 

47.50 

42.20 

37.70 

La mezcla de reacción se Incubó a 500C durante 10 rT'Iln. a pH 5, 
en presencia de cada uno jos carbohidratos a una concentración 
final de 10 mM y se determinó la actividad residual. 

Estos resultados mostraron claramente que monosacáridos de polisacáridos que 

son constituyentes de la pared celular en vegetales como xilanos y ~-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 hidrólisis. Este tipo de efecto es común 

en complejos enzimáticos semejantes, ya que productos de hidrólisis de cierta 

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

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

(tabla 10) Xil22 presentó una mayor actividad xilanolítica en xilanos de abedul, 

xilanos de avena. 4-0-metil-D-glucuronoxilano y hemicelulosa. En alote obtuvo la 

menor actividad. En sustratos con celulosa (carboximetilcelulosa, celulosa 

microcristalina, papel filtro) no presentó actividad xilanolítica, lo que significa que 

xil22 no tiene la capacidad de degradar a la celulosa; así como tampoco al almidón 

ni al arabino-galactano. 

La ausencia de actividad en sustratos con celulosa, le confiere a xil22 aplicaciones 

potenciales en la industria del papel y en la textil, donde se requieren xilanasas sin 

actividad contra materiales celulósicos (Clarke et al. 1997) Las constantes 

cinéticas de xil22 se determinaron en sustratos donde presentó actividad. La Km 

de xil22 para el 4-0-metil-D-glucuronoxilano fue la menor (1.9 mg/ml), lo que 

significa que esta enzima presentó mayor afinidad a este sustrato. Los valores de 

Km para otras xilanasas abarcan un amplio rango que va desde 0.24 a 20 mgJml 

(Sunna et al. 1996) 

La xilanasa purificada (xiI22) 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/ml, mientras que para el 

segundo caso se han determinado de 4 a 17 mgJml (Breccia et al. 1998; Chandra y 

Chandra, 1996; Kilunga et al. 1994), aunque se encontró que una xilanasa de 

FuS8,-iurTi presentó üna Km füe de 1 mg/ml (Aleonada y rv1aítfnez, 19S4).Ai 

comparar las velocidades en estos sustratos, se observó que esta enzima fue más 

activa contra el 4-0-metil-D-glucuronoxilano, seguido de xilanos de abedul, de 

avena y por último de hemicelulosa. 
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Tabla 10. Actividad y selectividad de xil22 sobre diferentes sustratos. 

Sustrato ActivIdad re!atlva 

% 

Xilanos de abedul 100 

Xilanos de avena 95.54 

4-Q..metil-D-glucuronoxilano 74.27 

Hemicelulosa 22.60 

Olote 4.82 

Carboximetilcelulosa O , 
Celulosa cristalina 

,. 
O 

Almidón soluble ! O 
i Papel filtro (avicel) I O 
I 

Km 

mg/ml 

3.80 

10 

1.90 

18 

O 

Arabino-galactano I O , 
I I I 

Vmax 

~Ieslmin.mg de proteína 

62 

44 

44 

17.5 

O 

La actividad xilanolítica o poder reductor se determinó poniendo en contacto a la xilanasa en cada sustrato al 
2%, en solución amortiguadora de acetatos O 17 N a pH 5. se incubó durante 10 min y se determinaron los 
azúcares reductores mediante el reactivo de DNS. Se utilizó una curva patrón de xilosa para calcular las 
unidades de actividad. Las constantes cinéticas se calcularon mediante el método gráfico de dobles 

recíprocos de Lineweaver-Burk. 

Muchas xilanasas purificadas muestran preferencia por xilanos solubles (4-0-metil­

D-glucuronoxilano, xilanos de abedul, xilanos de avena; Fernández-Espinar el al. 

1993; Sunna et al. 1996). El 4-Q-metil-glucuronoxilano no contienen grupos 

laterales (acético y/o arabinosa), por lo que no presenta sitios ramificados que son 

un Oobstáculo espacial para la formación del complejo enzima-sustrato durante la 

catálisis (Gorbacheva y Radionova, 1977a y b). 

Por otro lado, xilanos de abedul provienen de madera dura. contienen un grado de 

acetilación 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 catalítica de 

xil22 dependió de la estructura y solubilidad del sustrato, ya que al ser menos 

ramificado y más soluble fue más susceptible de ser hidrolizado por esta enzima. 
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7.4.8 Productos de hidrólisis 

Así como resulta importante saber la preferencia de la xilanasas sobre diferentes 

sustratos, es importante identificar los productos de hidrólisis para identificar su 

modo de acción. La enzima purificada de Aspergillus sp FP-470 se incubó en su 

medio de reacción (ver Materiales y Métodos) y los productos de hidrólisis se 

identificaron en cromatografía en capa fina (figura 20) . 

.. 
1 2 3 

Figura 20. Cromatografía en capa fina de los productos de hidrólisis sobre xilanos 
de abedul por la xilanasa purificada de Aspergillus sp FP-470. La enzima purificada se 
incubó con xilanos de abedul al 2% en solución amortiguadora de acetatos 0.17 N a pH 5 Y 50·C; durante 330 
mino Carril 1, productos de hidrólisis de la enzima purificada; 2, arabinosa; 3, xilosa. 

La enzima purificada hidrolizó xilanos de abedul en xilooligosacáridos (de cadena), 

sin llegar a producir xilosa, lo que sugiere un modo de acción endo. Por otro lado, 

en la cromatografía 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 más adecuadas en la panificación, ya que reducen la viscosidad 

de la masa y ayudan a la hidratación del gluten, por lo que aumentan el volumen 

del pan (Maat et al. 1992; Monfort el al. 1996). 
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7.5 Aplicación de la xilanasa purificada en panificación 

La aplicación de xilanasas en panificación se ha hecho, pero no en todos los casos 

se han obtenido buenos resultados, debido a que no todas las xilanasas actúan de 

la misma manera, por lo que se evaluó el efecto de xil22 en la panificación xi122, 

así como del filtrado extracelular completo de Aspergilfus sp FP-470 y se comparó 

con el efecto de dos muestras enzimáticas comerciales, 

7.5.1 Muestras comerciales 

Como primer paso se analizaron las características de las muestras comerciales. 

(Tabla 11). 

Tabla 11. Características de las muestras enzimáticas comerciales. 

Muestra Características Proteína ActivIdad 

físicas mg/ml 

Xilanolítica Celulolilica Amilo!itica Pectinolítica Xilanolf!. 

U/mi Ulml U/ml U/mi Específica 

C1 POlvO fino 

*Trichoderma acremado 0.65 17.60 4.2 11 2.0 27.10 

viride Soluble U/mg de 
en agua 

proteína 

C2 Polvo fino 

I *BaciJIus sp blanco. Soluble 0.24 2.54 0.0 257 0.0 1.28 U/ mg 
parcialmente en 

I 
de proteína 

egua 

C1 y C2 fueron proporcionadas por Enmex, Mexlco. microorganismo del cual proviene. 
, para la actividad celulolítica se utilizó carboximetil-celulosa como sustrato. 
Nota: los datos son referidos a una solución al 2% en agua, lo que equivale a 20 mg/ml. 

La muestra C1 presentó una actividad xilanolítica considerable, también presentó 

actividad celulolítica, amilolítica y pectinolítica. La actividad celulolítica fue el 24%, 

con respecto a la actividad xilanolítica. La muestra e2 presentó básicamente 

actividad amilolítica y poca actividad xilanolítica. 
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Para observar el peso molecular de las xilanasas y amilasas de estas muestras 

comerciales se elaboraron los geles de proteínas y los de actividad "in situ". (Figura 

21 ). 

El perfil de proteínas de C1 presentó un mayor número de bandas, entre las que 

sobresalen proteínas de 32, 57 Y 62 kDa. La proteína de 32 kDa mostró un halo de 

hidrólisis en el gel de rojo congo (gel no mostrado) y la de 57 kDa presentó 

actividad amilolítica (figura 21, carril 3). Por su parte, en la muestra C2 se observó 

una gran banda que abarcó entre 40 y 50 kDa (con un peso molecular promedio de 

45 kDa) y otras mayores de 70 kDa (en ambas zonas se observó actividad 

amilolítica, carril 4). 

kDa 

66-

44-
36-

-
29-

1 

• 

2 3 4 
Figura 21. Geles de poliacrilamida de proteínas de las muestras comerciales. Linea 
1, Gel de electroforesis de poliacrilamida al 10%, en condiciones desnaturalizantes de C 1, 2; C2; 3, 
gel de poliacrilamida al 10%, sumergido en solución de almidón al 1%, para detectar actividad 
amilolilica "in sit¡/, de C1 y 4 ,de C2. 

Por lo que, la muestra comercial C1 contiene diferentes actividaqes enzimáticas. 

Esta diversidad de actividades es deseable, ya que incrementan su efecto debido al 

efecto sinérgico de las diferentes enzimas. Los mejoradores de panificación que 
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se comercializan contienen varias actividades con diferentes efectos. Por ejemplo, 

la a-amilasa retarda el proceso de envejecimiento del pan. ya que produce 

dextrinas de tamaño intermedio que retienen agua e impiden la unión del almidón y 

las proteínas, lo que hace que se contraiga menos (Martín el al. 1991). Al usarse 

a-amilasas y xilanasas se ha observado un efecto mejor. También la asociación de 

lipasas y xilanasas presenta un efecto sinérgico. En ocasiones, la dosis de 

xilanasa se limita. ya que puede ocasionar un ablandamiento excesivo de la masa. 

pero al usarse en combinación con lipasa no se obtiene ablandamiento excesivo. 

por lo que el volumen del pan se incrementa, que cuando se usa únicamente 

xilanasa (Qi Si y Hansen, 1995) Las lipasas actúan hidrolizando a los glicolípidos 

(que se encuentran unidos por puentes de hidrógenos e interacciones hidrofóbicas 

a las proteínas del gluten) y provocan la liberación de proteínas, lo que permite 

una mejor agregación del gluten con aumento en el volumen del pan. Por otro lado, 

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 países ya 

esta prohibido debido a que es tóxico, Shmder el al. 1999; Morales, 1999; Serna, 

1996). 

7.4.2 Pruebas de paníficación 

Para evaluar el efecto de xi122, del filtrado completo y de las muestras comerciales 

en panificación se realizó una prueba de dosis/respuesta. Las dosis que se 

probaron fueron de 25 a 200 ppm. Los panes se elaboraron de acuerdo al método 

de AACC (AACC, 1993) con 100 g de harina, se midió su volumen y se analizaron 

sensoriaimente (ver Materiales y Métodos). 

En la figura 22 se observa que el volumen del pan se incrementó con las diferentes 

muestras enzimáticas con respecto al control (pan sin enzima). En los panes que 

se elaboraron con el íiltrado completo, el máximo incremento fue del 13.13% a una 

dosis 50 ppm. Para dosis mayores el incremento fue menor, alrededor del 2.5%. 

Cuando se agregó xil22 el máximo incremento fue 32% a una dósis de 25 ppm. De 
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igual manera que en el filtrado completo, el incremento fue menor al aumentar la 

concentración de enzima que se añadió, ya que a 200 ppm fue tan solo del 14%. 

Los panes elaborados con las muestras comercilaes obtuvieron un incremento del 

31 %. lo que coincidió con el obtenido con xil22 a 25 ppm, pero en el primer caso, 

la dosis fue de 200 ppm. 

50 

! 40 -
o 

i • E , 30 '-
"O , 
> 
• l " 20 o 

I " • , 
E 10 I • r ~ 

o , 

o 2 3 6 

Muestra 

Figura 22. Incremento de volumen en panes elaborados con el enzimático completo, la 
xilanasa pUrificada y las muestras comerciales. 0, control, 1, filtrado completo a 50ppm, 2, filtrado completo a 
100 ppm; 3, filtrado completo a 150 ppm; 4, xil22 a 25 ppm; 5, xil22 a 50 ppm, 6, xil22 alOa ppm, 7, xil22 a 
150 ppm; 8. xil22 a 200 ppm; 9, C 1 a 200 ppm y 10, C2 a 200 ppm. 

Además de evaluar el incremento se midió el volumen del pan. Los panes 

elaborados con xil22 a 25, 50 Y 100 ppm y las muestras comerciales obtuvieron 

una calificación de 9 (750-815 cm\ Los panes elaborados con el filtrado completo 

con dosis de 50 ppm y xil22 a 150 y 200 ppm, tienen una calificación de 7 y el 

testigo de 6 (600-500 cm\ Por lo que el volumen del pan se mejoró al agregarle 

las muestras enzimáticas a dosis bajas y no a altas. Este efecto fue descrito por 

Monfor! 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 

disminución en el volumen del pan. 

El análisis sensorial de los panes mostró que el color de la corteza resultó ser igual 

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

calificación de 5 (muy dorado). debido a que esta muestra contiene amilasas. las 

cuales liberan azúcares durante la fermentación y reaccionan con las proteínas 

(reacción de Maillard) por lo que se desarrolló un color más intenso (tabla 12 y 

figura 23a) 

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

Muestra Dosis Color de la Color de Textura de Apariencia 

ppm cortezal la miga' la miga3 general' 

Control O 
I 

3 8 6 6 

Filtrado 50 3 8 6 8 

completo" 100 3 8 7 8 

150 3 9 6 7 

Xil22 25 3 9 9 9 

50 3 9 9 9 

100 3 9 8 9 

150 4 8 8 8 

200 4 7 7 7 

C1 200 3 9 7 9 

C2 I 200 5 8 8 8 

" 1 5, muy dorado, 4, dorada, 3, lIgeramente dorada. 9, acremado, 8, ama nllo crema, 7, crema 
3 9, muy buena; 8, buena; 7, regular; 6 pobre. .1 9, muy buena; 8; muy buena, 7; regular; 6, suficiente. 
"de Aspergillus sp FP-470 cultivado en alote de maíz en un fermentador de 14 L a 37°C. 

En cuanto al color de la miga, los panes con mejor calificación 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 calificación 

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 observó que la más 

homogénea se obtuvo con el filtrado completo y con xil22 con una calificación de 9. 

Para C1 la calificación fue de 7 (regular) y para C2, de 8 (buena). 

Figura 23. Panes elaborados con el filtrado completo de Aspergillils sp FP-470, la 
xilanasa purificada y las muestras comerciales. Los panes se elaboraron de acuerdo a la 
técnica 10-09 (MCC, 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; 2, 
filtrado crudo a 50 ppm; 5, xil22 a 25 ppm, 10, C1 a 200 ppm y 11. C2 a 200 ppm. 

Las pruebas de panificación 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 evaluación 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, 1963) con 100 g de 
harina tipo Victoria que contenia 11 % de proteina y 2-3% de xi/anos (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 eliminó de manera más eficiente que las 

otras muestras enzimáticas empleadas, las interacciones de los xilanos y el gluten 

lo que se impidió la agregación de las moleculas de gluteina, las cuales son las que 

forman la red que permite la distrubución y difusión del CO2 durante la fermentación 

de !a masa (principio en al cüal se basa la panificació~). Por io que al eliminar el 

efecto estérico de los xilanos se dió una buena distribución del CO2 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 

xilanolítica, enriquecidas de otras actividades importantes a nivel industrial en 

desechos agroindustriales eccnómicos 

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

FP-470 crezca y produzca con más eficiencia xilanasas y en tiempos cortos. 

~ El uso de técnicas cromatográficas como el intercambio iónico, permitió purificar una 

xilanasa alrededor de 30 veces y recuperar la actividad en un 40%, para su posterior 

caracterización y aplicación. 

~ La caracterización bioquímica de la enzima puriñcada permitió establecer sus 

posibles usos potenciales. 

~ La enzima xil22 corresponde a una xilanasa básica/bajo peso molecular (8.9/22), la 

cual podría tener funciones parecidas a xilanasas de otros microorganismos que 

posean estas características. 

~ La enzima purificada de Aspergiflus sp FP-470, la cual es una endoxilanasa 

liberadora de arabinosa, posiblemente eliminó de manera más eficiente que las otras 

muestras enzimáticas empleadas, las interacciones de los xilanos y el gluten lo que se 

impidió la agregación de las moleculas de gluteina, las cuales son las que forman la red 

que permite la distrubución y difusión del CO2 durante la fermentación de la masa 

(principio en el cual se basa la panificación). Por lo que al eliminar el efecto estéricc de 

los xilanos se dió una buena distribución del CO2 con la consecuente homogeneidad 

de la miga y un mayor increm'ento en el volumen del pan. 

~ No solamente es importante tomar como referencia el incremento ó el volumen 

obtenido en el pan, sino también son imprescindibles las características sensoriales 

para determinar la calidad global del mismo. 
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