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RESUMEN

Las xilanasas son un grupo de enzimas capaces de hidrolizar a los xilanos, las cuaies forman
parte de las hemicelulosas y estan constituidos por residuos de xilosa unidos por enlaces B-
{1.4). La importancia de estas enzimas se ha incrementado en los dltimos afios debido a su
aplicacién en una variedad de procesos industriales comac en {a elaboracién de alimentos para
animales de granja, en la Industria del papel, en a elaboracidn de bebidas y en panificacion
entre otras. Las fuentes de estas enzimas son vegetales, animales ¥y microbianas, entre [as que
destacan de éstos ultimos los hongos filamentoses del género Aspergilius.

En el presente trabajo se muestran los resultados obtenidos en el crecimiento y la produccién
del sistema xilanolitico, pectinoliticc y amilolitico de cuatro cepas de Aspergillus crecidos en
cuatro distintas fuentes de carbono. Ademds de ia caracterizacion de cuatrc filtrados
enzimaticos y de dos preparaciones comerciales y su aplicacién en panificacion.

La cepa 60, 440, 470 y 520 se hicieron cracer en matraces de 500 mL con diferentes fuentes de
xilanos como fuente de carbono: xilanos de abedul, desechos de tamarindo, olote de maiz Y
salvado de trigo.

La mayor actividad xilanolitica se presento en olote. La capacidad de producir pectinasas en
salvado de trigo y olote es menor que en tamarindo y xilanos de abedul. La actividad amilolitica
la mostraron la cepa 60, 440 y 470 solo al usar desechos de tamarindo y la cepa 520 solo al
crecer en olote y salvado de trigo.

Can los desechos industriales que resultan de menor costo: olote y desechos de tamarindo,
usadas como fuente de carbono, se realizaron fermentaciones; utilizando la cepa que produjo
mayor actividad xilanolitica, la 520 (cepa negra) y la cepa 60 {cepa blanca). Fueron
caracterizadas bicquimicamente y se obtuvo un perfil de xilanasas con zona de hidrélisis entre
79y 81 kDa y a 41 kDa para la cepa 60 y con zona de hidrdlisis por enzimas de peso molecular
mayor a 51 kDa para la cepa 520.

La maxima actividad de los filtrados enzimaticos producidcs fue a pH de 4, excepto para el
filtrado de la cepa 60 crecida en olote que cambio a 5 y la temperatura de maxima actividad
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enzimatica fue de 50°C. Las enzimas fueron estables en un rango de pH 3 a 7 duranie 24 h a
2°C y a 30°C. La estabilidad térmica se midid a 30, 50 y 77°C para la caepa 60, siendo ésta
Ultima la temperatura de menor estabilidad. Y a 30, 50, 77 y 100°C se midié la estabilidad
térmica para la cepa 520, disminuyendo la actividad xilanolitica hasta desaparecer al incubar
durante 15 minutos a 100°C.

Las enzimas comerciales Harizyme y Ban 800 tuvieron actividad xilanolitica. pectinclitca y
amilolitica, mostrando actividad xilanolitica en el gel de actividad "in situ" a 28 kDa y de 24 kDa,
respectivamente. La actividad maxima para Ban 800 se obtuvo a un pH de 6 y a una
lemperatura de 50°C, mientras que para Harizyme fue a un pH de 6 y a 60°C.

En las pruebas de panificacién primero se probd la influencia que tenian las harinas con
diferente cantidad de xilanos en respuesta al volumen, decidiéndo usar la mezcla de harina
integral y harina blanca 50/50 (p/p) debido al mayor volumen que se obtuvo en el pan con
respectc al uso de harina 100% integral. Al elegir la mezcla, se probaron los filtrados
enzimaticos, se compararon con las enzimas comerciales y se elaboraron panes con una
adicién de 200 ppm (con respacto a Ban B0O), resultando los filtrados de las cepas 520 y 60
crecidas en olote las gque aumentaron en mayor proporcion el voluman del pan. De lo anterior se
decidié probar diferentes dosis de enzimas comerciales y filtrados enzimaticos. El maximo
incremento de volumen fue del 35% en relacién con el cantrol (pan sin enzima) producido por el
fitrado de 1a cepa 60 a 100 ppm y de 32.5% de la preparacién de Ban 800 a 20C ppm. Las
caracteristicas sensoriales de los panes muestran que la textura de la miga mejora al adicionar
los filtrados enzimaticos obteniendo la mayor calificacion de 9 con respecte a las enzimas
comerciales. El fitrado de la cepa 520 crecida en olote permite observar mayor homogeneidad
en la miga y el color de la corteza a 200 ppm de enzimas adicionadas mejord con respecto a

100 ppm.
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INTRODUCCION

Tradicionalmente el principal objetivo del cultivo masivo de la tierra, ha sido 1a produccion de
mas y mejores alimentos. Sin embargo, en estos dias no se pueden enfocar los esfuerzos
solamente en la produccién de alimentos, si no también en la utilizacion de los residuos
generados después de su procesamiento.

En este contexto, la industrializacion de alimentos genera desechos que bien pueden
aprovecharse via microbiana para la produccion de productos de alto vator agregado, éste es el
caso de las enzimas. Entre las enzimas de interés se encuentran las xilanasas, asi como
también las que degradan polisacdrides complejos como son: el xifoglucano y el
ramnogalacturonano ademas de la pectina, hemicelulosa y celulosa provenientes de la pared
ceiular de plantas. Estas enzimas pueden ser producidas por bacterias, levaduras, hongos,
protozoarios, insectos, nematodos y plantas, con el fin de degradar dichos polisacaridos.

Al respecto y con propésitos de uso industrial, los hongos sen preferidos por que en un 90%
las enzimas pueden ser excretadas al medio de cultivo. Especificamente e! género Aspergilius,
Rhizopus y Trichoderma son |a principales fuentes para la produccion ds sistemas enzimaticos
que degraden polisacaridos de la pared celular de plantas.

Se ha reportado que la sintesis de estas enzimas se ve fuertemente influenciadas por los
componentes presentes en el medio de cultivo, particularmente por |a fuente de carbono. Otro
factor importante para la sintesis de estas enzimas es ia presencia de inductores en el medio.

Enzimas como las xilanasas son de interés debido a los resultados que muestran en la
Industria de la panificacion. Los pentosanos o hemicelulosas, constituyentes de alge mas del
3% del total de los polisacaridos presentes en las harinas de trige tienen la capacidad ce
absorber agua en cantidades superiores a 10 veces su propio peso (Morales, 1999). Su
contenido afecta de gran forma las propiedades reoldgicas de la masa de la harina de trigo y

las caracteristicas de productos de panificacién.



El uso cuidadoso de xilanasas puede mejorar algunas caracteristicas del pan, comy el color de
la corteza y el volumen de la hogaza, sin embargo, un tratamiento de la masa con niveles

excesivos de xilanasas produce masa himeda y pegajosa.




ANTECEDENTES

El género Aspergifius

El género Aspergilius pertenece al grupo de los ascomycetes y es considerado un hongo
imperfecto por su forma de reproduccion asexual, mediants estructuras llamadas conidios. Los
miembros de este género presentan hifas tabicadas, hialinas y muy ramificadas, sus células son

haploides y muitinucleadas {Figura 1).

Figura 1. Morfologia microscopica de Aspergillus spp

( Chinia pie ) Fifa Wb cads calua ple 5

Este género estd constituido por numerosas especies, Mendicuti (1996) ha reconocide 132
especies y 18 variedades, muchas de las cuales son de gran importancia en las actividades
humanas. Presenta una amplia distribucion geografica, encontrandose desde las regiones
articas hasta el Ecuador. El aire y el suelo de casi cuatquier parte del mundo contiene conidios
de diferentes especies.

Algunos de éslos hongos son patégenos (por gjemplo: A. fumigatus, A. flavus, y A. parasiticus)
y otros son aplicados industriaimente, los mas importantes en esta actividad son 1os hongos

negros {A. niger y A. tubigensis) cuyas caracteristicas permiten su uso en fermentaciones y en
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la obtencidn por secrecidn de altas cantidades de proteina. Productos obtenidos de diversas
espacies han sido clasificades por la legislacién estadounidense como GRAS (Generalmente
reconocidos como segures), lo que permite que sean usados en la industria de alimentos, al
igual, la gran cantidad de enzimas producidas por Aspergilius para la degradacion de
polisacaridos de la pared celular de piantas son utilizadas en esta industria (de Vries, 2001).
Estos hongos son capaces de asimilar una enorme variedad de sustancias debido al gran
numerc de enzimas que pueden producir para degradarlas. Es debido a esta variedad de
actividades enzimaticas, que muchas especies son utilizadas en procesos industriales para la
elaboracion comercial de diversos productos como algunos alimentos fermentados: entre ellos
la saisa de soya, el tempe y similares elaborados con intervencion de A oryzae y A tamarii.
Otras aplicacicnes son la sintesis de acidos orgdnicos como los 4dcidos citrico y glucénico
producidos por algunas cepas de A niger y antibiéticos. La primera enzima microbiana para uso
industrial fue preparada por Takamine, quien desarrollo un proceso para la manufactura de
amilasa usando una cepa de Aspergillus oryzae. El producto llamado “Taka-diastasa”, es

utilizada comerciaimente todavia (Mendicuti, 1996).

Pollsacérldos de la pared celular de plantas

Los polisacaridos de la pared celular de plantas son los componentes organicos mas
abundantes encontrados en la naturaleza. Estos pueden dividirse en tres grupos: celulosa,
hemicelulosa y pectina,

La celulosa representa el mayor constituyente en la pared celular. Consiste en un polimero
lineal formado por residucs de D-glucosa unidos por enlaces B-1.4. Se presenta como
estructuras ordenadas (fibras), cuya principal funcién es asegurar |a rigidez de la pared celular
de plantas.

La hemicelulosa es el segundo heteropolimera mas abundante en las paredes vegetales
secundarias en general y el mas abundante en las paredes primarias de las monocotiledéneas.
Las paredes secundarias se forman una vez gue la célula ha alcanzado su madurez,
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consitituida por varias capas ce celulosa y hemicelulosa. Las paredes primarias se forman una
vez constituidas las celulas hijas, formada por un reticulo denso de microfibrillas de celulasa,
pectina y hemicelulosa.
La estructura que forma en su mayoria a la hemicelulosa es el xilano sin embargo, la arabinosa,
manosa y galaciosa también forman parte de éste.

La pectina ¢s el otro grupo de heteropolisacéridos la cual consiste en una cadena de residuos
de dcido D-galacturénico unidos por enlaces a-1,4. En regiones especificas "peludas” el acido

galacturdnico es interrumpido por uniones a-1,2 de residucs de L-ramnosa (de Vries, 2001).

Xilanos y xilanasas.

Xllano. Estructura y funcién.

La hemicelulosa es una familia de polisacaridos no amiléceos que se encuentran en plantas.
Dentro de esta familia se encuentran los xilanos, los arabanocs, mananas y galactanos . El
xilano (Figura 2) un heteropolisacarido que consiste en una cadena principal de residuos de D-
xitosil unidos por enlaces B-1,4 (85-93% de |la molécula), altamente ramificada: La arabinosa se
encuentra unida por enlaces «-(1,2) y «-(1,3) como residuo sencilc ¢ como una pequefia
cadena, a la que se encuentra unida una xilosa con un enlace B-(1,2) o una galactosa en
posicion B-(1,5); esta ditima también puede estar unida a la xilosa mediante un enlace p-(1,4).
Los grupos acetilos se encuentran unidos a la cadena de xilosa en el carbono 2 o 3 por uniones
o. El &cido glucurénico y su eter, el 4-O-metilo estadn unides mediante un enlace o—(1,2),
mientras que los residucs de los acidos ferdlico y p-cumarico se encuentran unidos a la
arabinosa en el carbonc 5 mediante un enlace éster (de Vries, 2001). La frecuencia y
composicion de las ramificaciones en el xilano dependen de su origen y de su localizacidn
{citoldgica). EF homopolimero de xilano, compuesto por xilosa, es dificil de aislar, se ha logrado
solo & partir de algunos pastos, tabaco y de la cascara de la semilla guar (Mendicuti, 1996;

Sunna y Antranikian, 1997; Kulkarni et al,1999),



El xilano acetilado de las maderas duras y el arabinoxilano de las maderas suaves (Figura 3)
son los dos tipos de xifano que tienen un sustituyente dnico de 4cido 4-o-metil-a-D-glucurdnice,
apareciendo de 10 a 18% respecto a los residuos de xilosil, uniéndose al C, de residuos xilosil:
mientras que |os sustituyentes O-acetil y a-L-arabinofuranosil tienden a unirse at C,. Ninguno de

los residuos de xilosil tiene mas de una ramificacion.

H o [+ ] o H o
H H ] 1 o
oH *Kon ° /] O~hon T)‘ ~
| i
H o] H oH H O H OAs

Figura 2. Estructura del xilano de una planta hipotética en donde se muestran los diferentes
grupos sustituyentes. Fuente: Modificada de Beg sf al,, 2001.

Tanto en maderas duras como en las suaves los xilanos tienen un extremo reductor que
consiste en un residuo ramnesil, galacturonosil y xilosil. Los xilanos de los pastos, son por lo
general arabinoxilanos y algunos xilanos tienen ramificaciones que contienen varias
combinaciones de residuos de arabinosii, galactosil, glucuronosil y xilosil (Beg, 2001).

En el caso de xilznos de cereales, éstos estan sustituidos por acido-D-glucurdnico y/o 4-O-
metil eter y arabinosa. Los arabinoxilanos de plantas endospermas son Jlamados pentosancs

(Kulkarni et.al., 1999).



1)
]
a-4-0-Me-GlcA
100
1l
oH
o
3 ° 5 om o i ¢ W o
b)
a-d-O-Me-GleA
ool

non, e

w-Aral

Figura 3. Estructura del xilano de: a)Maderas duras y b)Maderas suaves. Los nimergs indican

el 4tomo de carbono en el cual se estd llevando a cabo la sustitucién.
Ac: Grupo acetilo, a-4-O-Me-GlcA: acido o-4-O-metilglucurdnico, a-Araf: a-arabinofuranosa,

EnlaTabla 1 se presentan diferentes fuentes de xitanos, asi como su composician (Mendicuti,

1996).



Tabla 1. Composiclén de xilanos de diferentss fuentes

FUENTES Rha  Ara Xil Man  Gal Gle AAU
Cascarilla de arroz:
Fraccion neutral nd. 449 460 nd 6.1 19 1.1
Fraccién acida 06 409 4585 nd. 5.9 n.d. 7.0
Cjuelas de avena nd 97 814 nd. 1.1 3.4 43
Trigo nd 335 658 01 0.1 0.3 n.d.
Larice nd 114 556 nd. 3.1 257 42
Madera de abedui n.d 1.0 893 nd nd. 1.4 a3
Madera de abedul n.d 1.0 792 1.2 3.7 36 11.5

(tratada con vapar)

Abreviaturas: n.d., no detectado; Rha, ramnosa; Ara, arabinosa; Xil, xilosa;
Man, manosa; Gal galactosa; Gle, glucosa; AAU, éado anhldrourémco

La distribucién de los componentes lignocelulésicos a través de Ia pared celular vegstal

depende de las diferentes espacies de plantas, de su crecimiento y diferenciacion de la misma

pared. El xilano aparece como el mayor constituyente de la interfase entre la lignina y otros

carbohidratos en la pared celular secundaria en las plantas, en particular con las microfibrillas

de celulosa y pectina via interaccién covalente y/o puentes de hidrégeno, lo que hace que los

tejidos presenten una gran resistencia mecanica vy biclégica Es el principal carbohidrato que

compone Jos complejos fenol-carbohidrato que se han aislado, se encuentra unidg

covalentemente a los residuos fenolicos via residucs arabinosil y glucurcnosil. Ef alto contenido

fendlico presente en estos complejos muestra que los carbohidratos estan unidos a fragmentos

de lignina, ademas esto sugiere que los substituyentes fenélicos también se unen en forma

cruzada a las meléculas de xilano, y a éstas con ofros poiisacéridos.

Se ha sugerido también una pesible union de xilano con sustancias pécticas y en complejos de

proteina-glucano-xilanc. (Wong, 1988}

El xilano presenta las siguientes propiedades (Bastawde, 1992);

1. Xilanos desacetilados son insoiubles en agua, pero sclubles en soluciones alcalinas y
son facilmente hidrolizables cen acidos.

2. Xilanos acetilados pueden extraerse con agua caliente y son mas solubles en agua.

3. Soluciones de xilanos no reducen al reactive de Fehling.
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4. Soluciones de xilancs muestran una alta rotacién dplica negativa ap=-78.2 2 109.5° C.
Xilanasas

Las xilanasas estadn ampliamente distribuidas en la naturaleza, son producidas por muchas
organismos procariotes y eucariotes. Estas juegan un rol fisioldgico importante en los tejidos
vegetales, ya que estan involucradas en el ablandamiento de frutas, la germinacion de las
samillas y algunas enzimas microbianas inducen la formacién de etileno (Morales, 1999).

Debido a la heterogeneidad de los xilanos, la hidrélisis de @stos requiere la accion de un
sistema enzimatico complejo, que puade mostrar una accidn sinergista entre los componentes
de dicho sistema.

Algunas de las enzimas conocidas involucradas en la degradacion de xilano son:
p-xilosidasas

Las B-xilosidasas son exogiucosidasas que hidrolizan xilooligosacéridos cortos vy xilebiosa de
los extremos no reductores para liberar xilosa, siendo la xilobiosa el mejor sustrate: la afinidad
de las enzimas hacia los xilooligosacaridos disminuye al aumentar el grado de polimerizacion,
Las B-xilosidasas tienen pesos moleculares de 60-360 KDa, pueden ser mono o diméricas, su
actividad es inhibida por su producto de hidrdlisis (xilosa). Algunas p-xilosidasas muestran
actividad c-arabinofuranosidasa y transferasa. Entre los microorganismos productores de B-
xilosidasas se tienen a Aspergifivs awamori, Trichoderma reseii y Penicilium woertmanni
(Sunna y Antranikian, 1997).
a-arabinofuranosidasas

Existen dos tipos de arabinasas, la actividad exo-o-L-arabinofuranosidasas que son activas
contra el p-nitrofenil-a-L-arabinofurandsido y contra los arabinanos ramificados; y las endo-1,5-
a-L-arabinofuranosidasas que son activas contra lgs arabinanos lineales. La mayoria de |as
enzimas degradadoras de arabinanos estudiadas hasta ahora tienen actividad exo. Las
arabinofuranosidasas tienen pesos moleculares hasla de 495 kDa y se encuentran en formas

mono, di, tetra, hexa y octaméricas. Entre los microorganismos productores de endo-1,5-o-L-
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arabinofuranosidasas se encuentras Bacillus subtilis y Closiridium falsineur, mientras que entre
los productores de exo-a-L-arabinofuranosidasas se tiene a Aspergillus niger ( Sunna y
Antranikian, 1997).
a-glucuronidasas
Las a-D-glucuronidasas hidrolizan los enlaces o-1,2 entre el acido glucurénico y los residuos de
xilesa en los glucuronxilanos. Estas enzimas solo son activas sobre fragmentos de
glucuronxilanos de bajo peso molecular resultantes de la hidrdlisis del xilano por la accidn de las
endoxilanasas. La accion de algunas a-glucuronidasas es inhibida por la presencia de grupcs
acetilo cercanos a los sutituyentes glucurcnosilos. El peso molecular de las a-glucurcnidasas es
mayor a 100 kDa. Entre los microorganismos productores de estas enzimas se tienen a
Agaricus biosporus, Aspergillus niger y Fibrobacter succinogenes (Sunna y Antranikian, 1997).
Acetilxilanesterasas

Las acetilxifanesterasas reliran los substituyentes O-acetil de las posicicnes C-2 y C-3 de los
residucs de xilosa an los acetilxilanos, de manera que retiran el impedimento estérico que
inhibe la accion de las otras xilanasas. Las acetilxilanesterasas tienen un peso molecular de 34
kDa y son producidas por Trichoderma reesei, T. viride, A. niger, Schizophylum commune y F.
succinogenes. (Sunna y Antranikian, 1997).
Acido fertilico y p-cumérico esterasas

Los acidos ferdlico y p-cumdrico estdn unidos al xilano mediante enlaces éster. Las dcido
ferulico esterasas cortan las uniones éster entre las cadenas laterales de la arabinosa y ei 4cido
ferdlico en el xilano, de igual manera, las acido p-cumarico esterasas cortan las uniones éster
entre la arabinosa y el acido p-cumarico. Sen pocas las enzimas acide ferdlico y p-cumarico
esterasas caracterizadas y purificadas, de entre estas, las primeras tienen un peso molecular
aproximado de 11 kDa y son praducidas por Streptomyces commune y S. olivochromogenes;
las segundas tisnen pesos meleculares entre 24 - 68 kDa y son producidas por S. viridosporus

y el hongo Neacallimastix Cepa MC-2 (Sunna y Antranikian, 1897).



Endoxilanasas

Las endoxilanasas son con mucho las enzimas m4s estudiadas de entre las demas xilanasas.
Las [-1,4-endoxilanasas cortan enlaces glicos/dicos intermos del esqueleto del heteroxilano,
resultando en una disminucién en el grado de polimerizacién del sustrato (Sunna y Antranikian,
1997)

Las endoxilanasas tiensn un pH dptimo de 4.0 - 7.0; sin embargo aigunas enzimas tienen pH
extremos, como es el case de la endoxilanasa G producida por A. kawachii con pH 6ptimo de
2.0, ola endoxitanasa producida por Crytococcus favis con pH de 10.0. La ternperatura éptima
de las endoxilanasas estd entre 45 — 75°C y solo un nimero pequefic de estas enzimas
presentan actividad a temperaturas mayores, como es el caso de las producidas por
Thermotoga thermarum activas a temperaturas entre 80 — 100°C, {Sunna y Antranikian, 1997)

Las endoxilanasas de un mismeo microorganisme pueden diferir en el grade de hidrélisis del
heteroxilano, aparentemente coma consecuencia del tamafio de los sitios de unién al sustrato,
refirendose al tamafio del sitio de unién como et mayor o menor numero de subsitios en fa
molécula de proteina, en cada uno de los cuales puede unirse un residuc xilanopiranosil de la
cadena principal de xilana, tenienda un sito catalitico cada cierto numero de subsitios,
dependiendo de ia enzima,

Enzimas con sitios de unién més grandes (mayor numero de subsitios) requieren una cadena
mas larga de xilano no sustituide que las enzimas con sitios de unién pequerios (menos numero
de subsitios). A consecuencia, las enzimas con sitios de unién mayor hidrolizan en menor
grado al heteroxilane y muestran mayor afinidad por xilooligosacaridos lineales que las enzimas
can sitios de unian pequefios (Biely, 1992).

Distribucion de Jas xilanasas

Las xilanasas son producidas por numeroscs arganismos tanto eucariotes como procariotes,
antre los que se encuentran protozoarios, insectos, plantas, caracoles, honges y bacterias,

debido a la amplia distribucion de los xilanos en la naturaleza.



No obstante los organismos productores mas estudiados han sido bacterias y hongos, debido
al potencial de aplicacion que tienen las xilanasas producidas por ellos en diversos procesos
industriales como el biopulpeo y bioblangueo, el tratamiento de desechos agricolas, el
mejoramiento de la calidad nutricional de alimentos para animales y de las propiedades de
diversos productos de panaderia. Por otro lado se ha otergado gran interés a las xilanasas con
un amplio intervalo de estabilidad a pH y temperatura dadas las condiciones a las que se llevan
a cabo ciertos procesos en la industria (Mendicuti, 1996).

Tabla 2. Hongos y bacterias productores de enzimas xilanoliticas

Microorganismo Tipo de xilanasa producida

BACTERIAS

Bacilius sp. Endoxilanasas

B. polymixa B-(1,4)-xilanhidrolasa

B. stearothermophilus endo(1,4)-pB-xilanasa

B. subtiiis endo(1,4)-B-xilanasa

Cellumonsas sp. B-xilosidasa

Clostridium acetobutylicum B-xilosidasa

Thermoactimomyces sacchari endoxilanasa, arabincfuranosidasa

T. vulgaricus endoxilanasa, arabincfuranosidasa

HONGOS

Saccharomyces cyaneus Endoxilanasa, arabinofuranosidasa

S. lividans endoxilanasa, arabinofuranosidasa

Actinomadura sp. endoxilanasas, arabinofuranosidasas

Aspergillus awamon (1,4)-B-arabinoxilanarabincfuranohidrolasa,
(1,.4)-B-D-xilosidasa, endo-{1,4)-p-xilanasa

A. fumigatus endo-(1,4)-B-xilanasa, B-D-xilosidasa

Fuente: Modificada de Mendicuti, 1996.
Aplicaciones de las xilanasas
La aplicacion de enzimas xilanoliticas se da en una variedad de procesos industriales.
industria del papel
La industria del papel y 13 pulpa estd interesada en |la aplicacidon biotecnolégica de enzimas
para la sustitucién de blanqueadores guimicos como el cloro en el proceso de blanqueo de
pulpa tradicional (Duran, 1994). Esto no solo resulta en la reduccién de costos del uso de

guimicos, sino que reduce problemas ambientales causados por los subproductos generados:
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sustancias org#nicas cloradas, ya que son téxicas, mutageénicas y bicacumulables, lo que
puede causar disturbios en los sisternas bioldgicos. (Mendicuti, 1996, Beg st al., 2001).

Existen otras opciones para el blanqueo de la pulpa como son el uso de ozono, perdxido de
hidrégeno o didxido de cloro, pero su uso implica mayores costos (Beg et al., 2001).

Las enzimas mds importantes en el blanquec de papei son las endoxilanasas, pero el uso de
otras enzimas xilanoliticas han mostrado también ser efectivas (de Vries, 2001). El mecanismo
por el cual las xilanasas facilitan el blangueo atin no se ha entendido por completo. Es posible
que las xilanasas hidrolicen los croméforos asociados a los carbohidratos. O que se hidrolice la
porcion del complejo carbohidrate-ligrina, produciendo moléculas de lignina de menor tamano

que son mas facil de remover (Beg et al., 2001).

Mejoramiento de alimentos pare animalss

El mejoramiente de las caracteristicas del alimento para animales también se puede lograr con
un tratamiento con xilanasas. Las dietas de aves de corral y cerdos se basan frecuantemente
en cereales ricos en arabinoxilanos, tales coma el trigo y el centena. Algunas investigaciones
han establecido que suplementando tales alimentos con xilanasas se puede llevar a cabo una
degradacion parcial de los arabinoxilanos en el sistema digestivo de los animales. Esto permite
una mejor y mas completa absorcion de nutrientes como almidén, proteinas y lipidos,
reduciendo problemas digestivos y de parto comunmente encontrados en tales distas (Bedford,
et al., 1882; Van Paridon, 1992).

Desde el punto de vista de la complejidad de la composicién y variabilidad del alimento de
animales y del hecho de que algunos animales quiza bajo ciertas condiciones, sean deficientss
en la produccién de enzimas endégenas, la dieta basada en materiales fratados o
acondicionados con xlanasas y productos multienzimaticos constituyen gran ayuda La
aplicacion de tales productos en afimentos para aves otorga en costos efectividad de la
conversion del alimento y por tanto mejora en el crecimiento de los animales (Biely, 1992).

Ademas, problemas de ovoposicién son eliminados frecuentemente y la variacion dentro del
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grupo de aves es reducida. En la cria de cerdo una mejora substancial en l2 produccion es
también observada, asi como mencr variacion entre los animales. Ademas, la aparicion de
desdrdenes digestivos normalmente se reduce.

Las enzimas para aplicacién comercial en alimentos para animales necesitan cumplir ciertos
requisitos como: Ser estables para su almacenamiento y procesamiento, ser estables en el pH
intestinal de! hospedero, resistentes a las proteasas del hospedero y ser activas contra los

componentes del alimento a tratar.

Numerosos métodos de produccién y estabilizacidon enzimatica han sido y estan siendo

desarrcllados para ~ubrir estos requerimientos.

Otros aplicaciones en donde los sistemas xilanoliticos se han utilizado es en la clarificacion
de jugos y la praduccién de xilosa, xilobiosa y cadenas de xilosas: éstos son utilizados como

aditivos en la industria alimentaria en donde actGan como endulzantes (de Vries, 2001).

Indusiria de la panificacion

Otra drea en donde son utilizadas las xilanasas es en ia Industria de Ia panificacion, cuya
funcion es la de hacer una hidrélisis parcial de los xilanos de la harina de trigo para mejorar las
caracteristicas de la masa y el pan.

Como se ha mencionado uno de los principales polisacaridos que constituyen fa pared celular
de los cereales son los xilanos, particularmente los arabinoxilanos. En al trigo el arabinoxilano
representa de 2 - 3% (peso humedo) en la harina completa, apareciendo tanto en forma soluble
como insoluble, de esto alrededor del 0.5 — 0.8% es soluble en agua. El interés de los
arabinoxilanos en panaderia radica principalmente en su gran capacidad de retener agua, se ha
encontrado que este polisacaridc absorbe alrededor de ia 3* parte del agua adicionada en la
elaboracion de masa. Un rompimiento enzimatico parcial de los arabinoxilanos por enzimas

xilancliticas de Aspergillus niger libera agua. Si esta liberacién sucede en el momento adecuado
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en el proceso de horneado se pueds reducir la dureza y compactacién dei migajon, mejorando

su estructura, asi mismo se puede incrementar el volumen del pan.

Par otra parte, al trabajar con preparaciones comerciales de o-amilasa se ha observado que
mejoran las caracteristicas del pan, ésto debido a la fraccion xilanolitica de la preparacién. Las
xilanasas presentss eran: ando-B-D-xilanasa y a-L-arabinofuranosidasa. Estas enzimas
solubilizan fa mitad de la fracion de |a pared celular presente en la harina, liberando 75% de
arabinoxilanos insolubles. El residuo insoluble es rico en giucano y su capacidad de retener
agua (CRA) no cambia. Sin embargo, la CRA de Ia fraccién que contiene las paredes celulares
en la masa se reduce aproximadamente un 50% {Morales, 1999).

En los trabajos de Maat, et al. (1992), se encontrd una B-1,4 xilanasa producida por Aspergilius
niger var awamori muy efectiva para incrementar el volumen del pan sin producir efectos

colaterales en la calidad del misma.

Enzimas en la indvstria da la panificacion

La seguridad en el consumo de los alimentos y aditivos alimentarios es controlada por la
legislacion de cada pais y por tanto cada gobierno tiene su plan regulatorio para el uso de
enzimas en panificacién.

Por ejemplo, en Francia se tiene una lista aprobada de aditivos a utilizar, en Ia que se permite
el usc de enzimas como a-amilasa de Aspergilius niger. En Alemania, Espafia v Portugal las
enzimas son consideradas como aditivos, aunque en los dos Uitimos paises se requiere de
autorizacion gubernamental para su uso. En lugares como Inglaterra sclo son utilizadas
enzimas cuando la necesidad tecnoldgica es probada. En México las enzimas son consideradas
como aditivos. Solo las enzimas llamadas de gradc alimenticio, provenientes de cepas
microbianas reconocidas como seguras son aceptadas.

Las anzimas usadas en panlificacién son consideradas como ingrediente de apoyo en el
procese o como aditivos. Los productores de mejoradores de pan argumentan que las enzimas

son usadas para acondicionar la masa y que durante la coccién del producto son inactivadas.
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Estas son consideradas camo ingredientes de apcyo en el proceso y en contraste con los

aditivos no necesitan registrarse en el producto fina (Tucker, of al., 1995).

El uso de enzimas en la Industria de la panificacion

La industria de la panificacién cfrece preparaciones enzimdticas especificas para diferentes
aplicaciones. Las principales actividades enzimaticas encontradas en estas preparaciones
comerciales son de amilasas, proteasas vy pentosanasas. Su  aplicacién se discute a

continuacién.

Amilasas

Las amilasas en e! proceso de panificacion praducen diferentes efectos:

1. Mezclado: La amilalisis, provoca pérdidas del agua recién ligada por el almidan de |a harina,
cuando esto sucede, un ablandamiento en la masa ocurre, lo cual puede ser considerado como
positivo, aunque una pérdida mayor de agua, con la produccién elevada de dextrinas produce
una masa pegajosa.

2. Fermentacién: Dependiendo del tipo de amilasas utilizadas, diferentes cantidades de
maltosa, glucosa y dextrina se usan durante la fermentacion.

La maltosa y la glucosa son importantes en el metabalismo de las levaduras ya que de ello
deperdera que se lleve a cabo la fermentacion anaerobia con ia produccion de etanol y CO2.
De lo anterior dependera la formacion de celdillas de gas en la masa y la calidad del producto
final.

La produccidn de suficientes cantidades de glucosa pueden obtenerse agregando
glucoamilasa, lo cual da ventajas debido a que la glucosa es fermentada a mayor velocidad que
la maitosa. Asi, las glucoamilasas pueden ser utilizadas para activar la fermentacién y reducir

el tiempo de ésta.



3. Coccién:  En el horro la viscosidad de la masa disminuye, permiliendo mayor actividad
enzimatica y a partir de 56°C se inicia la gelatinizacién del aimidén lo que Io hace mas
susceptible a la amilalisis.

La B-amilasa del trigo desemperia solo una pequefia parte en esta etapa ya que se inactiva
rapidamente a 60°C. La a-amilasa de trigo es méds estable y es capaz de generar glucosa y
dextrinas de una forma mas accesible del aimidén gelatinizado.

La hidrélisis del almidén gelatinizado permite la formacién de dexirinas y !a liberacién de agua,
lo cual puede contribuir a tener una miga no pegajosa y al aumento de cclor de la costra,
mejorando el esponjado y aumentando el volumen de la hegaza (una sobredosis genera
dextrinas y lleva a una miga pegajosa).

4. Calidad del producto final:Las caracteristicas indicativas de una buena calidad del pan son el
volumen, el color de la costra y una larga vida de anaquel.

Una buena fermentacidon y la accién enzimética en el horno provocan un aumento en el
volumen de la hogaza.

El efecto de las amilasas en el color de la costra no es muy claro. Se sabe que esto es
resuitado de la reacciones de Maillard, a mayor concentracion de oligosacaridos producidos por
la glucoamilasa incrementa &l color (Tucker y Woods, 1995).

Por otro lado, entre mas tiempo se tenga el pan fresco y suave se vende mejor y por tanto se
le relaciona con una mayor calidad.

El endurecimiento del pan, al menos en sus fases iniciales, resulta de la asociacién de
moléculas de amilosa. El endurecimiento que se produce a lo largo da un pericde de tiempo
amplio incluye 1ambién la asociacién de las ramas mas largas de amilopectina,

Las enzimas amioliticas estan relacionadas con lo anterior, debido a la generacién de
dextrinas de almidén gelatinizado, ya que pueden interferir en la cristalizacion dal almidén. Por

lo que se considera a las dextrinas como agentes capaces de retardar el endurecimiento.



La adicion de x-amilasa bacterianas y fungales provocan la formacidn de polimeros con un
grado de polimerizacién de 19 a 24 unidades, éstos se retrogradan a una menor velocidad v
disminuyen |a velocidad de endurecimiento.

Los efectos de endurecimiento pueden ser invertidos en el pan por calentamiento. La energia
disponible, mas la iubricacién debida a 'a humedad presente, permite el movimiento térmico de
las moléculas, restaurando asi parcialmente una estructura mas amorfa y por tanto mas tierna.

(Fennema, 1993; Tucker y Woods, 1995)

Proteasas

Las enzimas proteoliticas existen en estado nativo en el trigo y sus productos: harina blanca e
integral, sin embargo las enzimas proteoliticas exdgenas son las utilizadas en la industria de la
panificacién. Estas son Utiles para corregir y modificar las propiedades de la matriz protelnica
del gluten, hidrolizando enlaces peptidicos. La velocidad de hidrélisis de la gliadina y la
glutenina por proteasas es muy diferente. Esto dependera del tipo de enzima utilizada ya que
llevard a cabo la catalisis dependiendo de los grupos hidrofébicos e hidrofilicos presentes y del
tipo de harina/gluten utilizado. (Stauffer, 1991; Tucker y Woods, 1995).

Durante el mezclado de la harina fresca, ésta es ligeramente hidrolizada y en la fermentacion
la proteasa actua en el gluten. La suavidad producida en e! gluten sera efecto de la cantidad de
enzima agregada, del tiempo gque se le permita a la proteasa actuar y de condiciones como
temperatura y pH produciendo efectos como el aumento en la extensibilidad y viscosidad de la
masa.

Una protedlisis extensa no es deseada por que puede debilitar la red del gluten y provocar una
textura en 'a miga de baja calidad (poros no uniformes) y un bajo volumen. Por ello es
importante agregar pequefias cantidades de proteasa (Stauffer, 1991; Tucker y Woods 1995).
La velocidad de catalisis de las proteasas es baja, sin embargo actuara hasta que se haya

desnaturalizado (usualmente en ei horno).



Xilanasas

Las xilanasas no son usadas comercialmente como aditivos para harina en panificacién, lo
cual puede ser debido a que las preparaciones con actividad xilanasa no estan disporibles
aclualmente ya que las ventajas no han sido suficientes para garantizar que su uso traerd
suficientes beneficios.

Algunas compaiiias encargadas de la produccion de enzimas pueden asegurar que la
aclividad de las xilanasas es una actividad colateral, lo que hace a las preparaciones de
enzimas comerciales exitosa.

La accién mejoradora de las xilanasas recae en !a destruccidn de la capacidad de enlace del
agua con los xilanos de la harina de trigo, liberando agua y provocando una mayor suavidad de
la masa. Cuando esto ocurre, puede provocar un incremento en el volumen (Tucker y Weoods,
1995)

Niveles de xilanasa purificada inferiores al dptimo agregada a harina de trigo genera un
incremento en el volumen de fa hogaza de un 10%, pero la masa se vuelve ligeramente
pegajosa, niveles de xilanasa superioras al dptimo da una masa laxa, disminuye el volumen de
la hogaza y se tiene una textura de baja calidad.

En harinas con alto contenido de fibra, la adicién de xilanasas mejoran la costra, la textura de
la hogaza y el volumen; la absorcién de agua en la masa disminuye en cierto modo, pero el
conienido de humedad en e pan na se aitera (Stauffer, 1991)

Se sugiere que la asociacion glutenina-xilanos puede obstruir la formacién de la red de
protelna del gluten. Es posible que esto pueda extenderse al sistema de panificacién, en cuyo
caso, las xilanasas pueden tener una accidén especifica en la velocidad de formacién y en la
calidad del gluten.

Otro posible efecto de las xilanasas es el de compensar los efectos negativos de los xilanos
insclubles presentes en la harina, ya que tienen un efecto negativo en el volumen de la hogaza

y en la estructura de la miga (Tucker y Woods, 1995).
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Lipasas
La mayor parte de las lipasas endégenas estan presentes en al germen de trigo el cual es
removido en los primeros estadios de la molienda. Sin embargo, lipasas y esterasas
enddgenas han sido objeto de estudio y poco es sabido acerca de la accion de ias lipasas y
esterasas exogenas. El usc de enzimas lipoliticas exégenas ha sido de impoertancia en
panificacion.

Al ser considerada la masa como una espuma, hablando fisicoguimicamente: una espuma
estabilizada por lipidos, el numero de enlaces aumenta entre las moléculas de gluten, formando
uniones suplementarias a los puentes disulfuro lo gue provoca obtener una masa mas fuerte
(Montor, 1986; Tucker y Woods, 1995).

La modificacion de lipides por enzimas puede tener un efecto positive en las propiedades de los
lipides que estabilizan la espuma debido a la formacién de un mono o diglicérido a partir de un
triglicerido resultando una masa de mayor volumen y completamente desarrollada, no obstante, la
oxidacion de los lipidos provoca efectos negativos en las caracteristicas sensoriales del pan:
ranciedad. A pesar de lo anterior, se sabe que la retrogradacién del almidon se retrasa por la

formacidn de complejos amilasa-lipidos (Tucker y Woods, 1995).

Oxidoreductasas

Durante el desarrollo de la masa, los procesos oxidativos son de extrema importancia.

En el mezclado, courre la despalimerizacion y repolimerizacion del polimero de glutenina,
provocando la oxidacién de los grupos sulfhidrilo.

Lipcoxigenasas, glucosacoxidasas y algunas otras peroxidasas son de valor potencial en e!
reemplazo de agentes oxidantes como mejoradotes de pan.

Se ha observade que las lipooxigenasas mejoran el volumen de la miga. EI mecanismo de

accion en la masa es complejo, se considera que involucra la formacion de peroxidas y/o



radicaies libres. Lo anterior esta relacionade con la perdida de grupos tiol vy la formacion de
puentes disulfuro, lo que incrementa la fuerza masa.

Por su parte, la glucosa oxidasa de Aspergillus niger actia a través de la oxidacién de la
glucosa a acido glucénico. acompafiada de la formacion de peroxido de hidrégeno. Esta
reaccién necesita de oxigeno y por ello es que toma lugar durante el mezclado de la masa. La
glucosa oxidasa aclda a través del peréxido de hidrogeno en las propiedades de la masa.

La sulfhidriloxidasa también puede obtenerse de Aspergillus niger, esta enzima actia
directamente en la formacién de puentes disulfure entre proteinas, ya que oxida los grupocs
sulhidrilo libres. La sulfhidril oxidaga también genera peréxido de hidrégeno (Tucker y Woods,
1995).
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OBJETIVOS
OBJETIVO GENERAL
Caracterizar las xilanasas extracelulares producidas por cepas de Aspergifius an diferentes
fuentes de carbono, compararias con enzimas comerciales y evaluar su efecto en
panificacion.
OBJETIVOS ESPECIFICOS
* Evaluar la produccién de enzimas xilanoliticas, pactingliticas y amilcliticas extracelulares
en cuatro fuentes de carbono: Xilanos de abadul, desechos de tamarindo, clote de maiz
y salvado de trigo.
» lIdentificar la cepa con mayor produccién de enzimas xilanoliticas
¢ Caracterizar las preparaciones crudas de las enzimas con mayor actividad xilanclitica
ontenidas y compararlas con las propiedades de enzimas comerciales utilizadas en
panificacién.
» Evaluar el efecto de las preparaciones crudas de enzimas y de las enzimas comerciales
sobre pan.
= Identificar el sistema enzimatico con las mejores caracteristicas para ser utilizado en

panificacion.

HIPOTESIS

Si los sistemas enzimaticos de Aspergillus sp contienen xilanasas con caracteristicas de
actividad y estabilidad a valores neutros de pH e inestabilidad a temperaturas por encima de Ics
50°C entonces al adicionarles a la masa de pan modificaran la estructura de los xilangs
presentes, lo que allerari su capacidad para absorber agua, de modo que parte del agua no
absorbida por estos polisacaridos se redistribuira entre los demés constituyentes de la masa vy
provecara un incremento en el volumen del pan, modificara la apariencia de la corteza y miga
del pan y no se obtendran efectos residuales indeseables ya que las enzimas se inactivaran

durante el homeado.




METODOLOGIA

Microorganismos

Se eligieron cuatro cepas tropicales de Aspergillus, pertenecientes al cepario del Laboratorio
de Fisiologia de Hongos Filamentosos de la Facultad de Quimica de la UNAM tomando en
cuenta la capacidad de producir sistemas enzimaticos xilanoliticos de estudios antericres.

Cada cepa se siembran en agar papa dextrosa (FDA) a 37°C y se incuban durante 3 a 4 dias.
Al término de este periode de crecimiento y esporulacion de cada cepa, se procede & la
cosecha de esporas.

La preparacion de PDA se lleva a cabo disolviende PDA Sigma en agua destilada. Se
esteriliza a 121°C y 15 Ibfin® durante 20 minutos. Cuando el medio se encuentra a
aproximadamente 45 °C, se vierte en cajas petri de plastico (10 x 15 cm), y se deja geiificar.
Ajuste de inéculo
Para obtener la suspension de esporas ( 1x10° esporas/mL) se llevan acabo los siguientes
pasos:

a) Cosecha de esporas: En condicicnes de esterilidad, se vierte de 8 - 10 mL de Solucién
Salina-Tween (ST) estéril sobre la placa, se raspan las esperas Uutilizando un asa
microbiolégica estéri. Con una pipeta estéril, se pasa la suspension a un tubo esténil.

Para preparar la solucién saiina tween se disuelve tween 80 hasta obtener una

concentracién de 0.05% y se agrega NaCi para obtener una concentracién 0.9%.

b) Cuenta de esporas: Se prepara una dilucién 1:20, para determinar la concentracion de
esporas en la suspensién. La cuenta de esporas se realiza en una camara de
Newbauer, con ayuda de un ‘microscopic. El indculo se ajusta a 1x10° esporas/mL, ésta

serd la suspension de esporas estandar, en donde se tencra una por cada cepa.



Crecimlento en medio liguido

Se hizo una fermentacién en medio liquido utiizando un medio basal adicionado con las
siguientes fuentes de carbono: 1. tamarindo al 3% (Se utilizd semilla y bagazo de tamarindo
secos, melidos hasta la obtencién de un polvo fino y homegenados) 2. Olote de mafz al 3%
(Fue utilizado clote seco, molido v homogenado) 3. Xilano de abedul al 1% 4. Salvado de frigo
comercial (All bran, Kellog's) 3%.

El medio basal se compone de K,HPQ, al 0.2 %, KHPQ, al 0.2 % y NH, (SO,) al 0.4%,
ajustando a un pH de 5.

Los medios se esterilizaron a 121°C y 15 Ibfin? durante 20 minutos, se inoculd cada matraz
con suspension de esporas suficiente para tener en el medio 1 x 10° esporas/mL. La
incubacion se llevé a cabo en una agitadora a 37°C y 200 rpm durante 72 horas. Se tomaron
muestras al tiempo 0, 24, 48 y 72 horas para medir pH, crecimisnto (stle donde son utilizades
los xilanos de abedul como fuente de carbono), grupos reductores y actividad xilanofitica.
Obtencidn de las praparaciones crudas de enzimas.

Al término de la incubacion, el medio obtenido con el microorganisme crecido se filtrdé (Papel
filtro Whatman cualitativo) y el fitrado crudo fue almacenado en envases pequefios a
temperatura de congelacién para su posterior liofilizacién, resuspension, caracterizacion y uso.
Caracterizacion de enzimas xilanoliticas
Para la caracterizacién se evaluaron reductores directos, actividad xilanolitica, estabilidad a pH
y temperatura, perfiles de proteina por SDS-PAGE y geles de actividad “in situ” (zimogramas).
Medicién de reductores directos

La cuantificacién de azicares reductores se realizé a los filtrados extracelulares libres de
células por el método del 4cido dinitrosalicilico {DNS) {Miller, 1959). La mezcla de reacsion
contenia: 0.1 mL de filtrado snzimatico, 0.9 mL de agua y 1 mL de DNS. Se colocé en un bafio
de agua en ebullicidén durante 5min, se le agregaron 10 mL de agua destilada, se agité y se
midié la absorbancia a 575 nm en espectrofotémetro Spectronic 20 (Bausch and Lomb). Se

construyé una curve patrén de xilosa de 0.1 a 1mg/mL.
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Medicién de actividad por reductores
Medicion de actlvidad xilanolitica

La actividad xilanolitica se determind mediante la produccién de azucares reductores, los
cuales se cuantificaron por el método del DNS (ver parrafo anterior). Como sustrato se utilizo
una solucion de xilanos de abedu! al 1%. La mezcla de reaccién contenia 0.5 mL de sustrato,
0.4 mL de solucién amortiguadora de acetatos 0.1M a pH de 5, se preincubé a 50°C por 5 min e
inmediatamente se le agregd 0.1 mL de filtrado enzimatico y se incubd por 20 min. La reaccién
se par6 agregandole 1 mL del reactivo de DNS y se coloco en un bafio en ebullicién por 5 min.
Fueron agregados 10 mL de agua destilada, se agité y se determing la absorbancia a 575 nm.
Se construyd una curva patrdn de xilesa de 0.1 a 1 mg/mL. Una unidad de actividad xitanolitica
se definic como la cantidad de enzima que catalizd la formacion de un umol de xilosa en el
tiempo de incubacion bajo las condiciones de ensayo.
Medicion de actividad amilolitica
" La actividad amilolitica producida se midi¢ cualitativamente usando el métado de tincién de
yodo (Anexo I}, utilizando geles ultradelgados a pH 5 con agar bacteriologico al 1% y almidén
como sustrato especifico al 0.1%, revelando a las 24 h de incubacion con una solucitn de lugel
al 4%.
Medicion de actividad exopectinolitica

Esta actividad también se svalud por el método colorimétrico del DNS. Se utilizo como sustrato
0.5 mL de pectina al 1% mezclados con 0.4 m de solucién amortiguadora de acetato de sodio
0.1 NapHde 5y 0.1 mL de filtrado enzimatico. La mezcla se preincubd durante 5 min a 45°C
¥ después se incubd a la misma temperatura durante 20 min. Se construyd una curva patron de
acido galacturénico de 0.1 a 1 mg/mL. Una unidad de actividad exopectinolitica se definié como
la cantidad de enzima que catalizé !a formacion de 1 pmol de &cido galacturénico durante 20
minutos a 45°C.
Electroforesis (SDS- PAGE)

La electroforesis en SDS-PAGE se realiz6 de acuerdo a Laemmli (1870).
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El gel contiene acrilamida al 10% y bis-acrilamida al 2.7%. La concentracién de SDS fue de
0.1% en el gel y en ol buffer de corrimiento. Las muestras a utilizar fueron sometidas a
ebullicidn durante 60 segundos en el buffer de muestra (SDS 4%, gliceral 20%, 2-
mercaptoetancl 10% buffer Tris-HCI 125mM a pH 6.8 y azul de bromofenoal 0.005%).

Se emplearon 200 ug de preteina, de cada muestra para realizar la electroforésis, la cual se
llevé a cabo a 60 mA cormiente constante, de 34 h, a través de una unidad de geles verticales
de 1.5 mm de grosor. Los geles fueron tefiidos con una solucién que contiens azul de Coomasie
R-250 al 0.125% durante 1h, metanel al 50% durante 30 min y acidc acético al 10% hasta la

desaparicién del color azul y observacion clara de las bandas de proteina.

Geles de actlvidad xilanolitica “in sltu”

Después de llevar a cabo la SDS-PAGE, los geles se lavaron en solucién amortiguadora Tris-
HCI 10 mM a pH 7.5 por 30 min a 37 °C y 1 rpm; se cambid el buffer tantas veces como fue
necesario hasta que se eliming el colorante del frente de corrida, se decantd. Se agregd una
solucibn de sustrato de xilano de avena al 1% pH 5 en solucidn amortiguadora de acetatos, se
incubo a 37°C por 1 h, se decanté y eliminé grumos de xilanos. Se agregd una solucion rojo
congo al 0.1% durante 20 min a temperatura ambiente y se decantd. Posteriormente se
adicions una disolucion de NaCl 1M y se mantuvo durante 15 min a temperatura ambiente para
al final ser decantado. Una solucion de 4cido acético 1M se agregé y mantuvo durante 15 min a
temperatura ambiente, e! cual finalmente fue decantado. El gel se mantuvo en agua para su
astudio.

Determinacién del pH y temperatura de maxima actividad xilanolitica

Para determinar el pH éptimo de las enzimas contenidas en el filtrado se determiné la actividad
xilanoitica a pHs de 3 a 9. La mezcla de reaccién fue la misma utilizada que al medir aclividad
xilanclitica solo que fas soluciones amortiguadoras que se utilizaron son las que a continuacién
se describen: solucion de acetato de sodic 100mM apHde3a6 y solucion Tris-HCl 100 mM a
pH de 7 a 9. Para determinar la temperatura éptima del ensayo la mezcla de reaccidn se incubd
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durante 20 min a temperaturas desde 30°C hasta 91°C; con la misma mezcla de reaccion
utilizada al medir actividad xilanolitica
Determinacién de la estabilidad enzimatica a diferentes valores de pHy temperatura
Para determinar la estabilided de la enzima frente al pH se utilizaron las soluciones
amortiguadoras siguientes: amortiguador de acetatos 50 mM a pH de 3 a 6 y amortiguador Tris-
HCI 50 mM a pH 7 para incubar, asi como amortiguador de acetatos 200 mM a pH de 5 para
realizar el ensayo y medir actiidad xilanolitica. La enzima se coloct en cada una de las
soluciones amortiguadoras a los diferentes pHs y se incubaron a temperatura de 2 y 30°C por
24 h. Después de este tiempo se tomé una alicuota de 0.1 mL y se midié la actividad
xitanolitica residual, en las condiciones antes descritas. Para la determinacion de la estabilidad
de las xilanasas a diferentes temperaturas se incubo la enzima en solucion amortiguadora de
acetatos 100mM a pH 5 durante 120 min a temperaturas de 30, 50, 77 y 91°C. Después de
esta incubacion se les determiné la actividad xilanolitica a 50°C, segun el método para la
actividad xilanolitice y se comparé con un control sin tratamiento térmico.
PRUEBAS DE PANIFICACION
Dosificacion
Las muestras comerciales: Harizyme (Enmex, S.A. de CV.) y Ban 800 {(Novoenzymes) se
resuspendieron en agua y adicionaron en una concentracion de 200 ul/K de harina (200 ppm).
Las dosis de filtrado enzimatico se establacieron con respecto a la actividad xilanolitica
maxima obtenida por las dos enzimas comerciales utilizadas, la cual fus Ban 800 de
Novoenzymes con 185 U/ 200 ppm. Asi, se adicionaron en una concentracién de 50, 100 y 200
ppm con respectc a Ban 800, es decir, 46.25, 95.5 y 185 U, respectivamente.
Elaboracién de los panes

La formulacidn se muestra en la siguients tabla:
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Textura de la miga ’ Color de la miga

9. Muy buena ’ 9. Acremada
Celdas pequefias y uniformes :

8. Buana B. Café crema
i Presencia de celdas grandes

7. Regular 7. Café
Celcas grandes y chicas, distribucion no
uniforme

6. Pobre ;
Cekdas grandes con desgarraduras y
compactacién en algunas zonas

Caracteristicas externas del pan
Después de 24 h de elaborada el pan, se evalué al color de la corteza y la apariencia

general de acuerdo con la siguiente escala;

Color de Ia corteza Apariencia general
5. Muy dorada 9. Muy buena
4. Dorada 8. Buena
3. Ligeramente d;:rada 7. Regular
6. Suficiente ]

Comparacién de enzimas obtenidas con enzimas comerciales

Las enzimas comerciales fusron caraclerizadas determinando actividad xilanclitica,
pectinolitica y amilolitica, actividad maxima y estabildad a diferentes valorss de pH y
temperatura y por patrén electroforético en SDS-PAGE. También se probd el efecto de
dichas enzimas sobre el pan.

La metodologia utilizada fue como anteriomente se describia, solo que en lugar de

utilizar fitrado enzimdtico se utiizd una suspension de enzimas comerciales.

.
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RESULTADOS Y DISCUSIGN
CRECIMIENTO

Con el fin de determinar el crecimiento de las cepas de Aspergilius FP-60, FP-440, FP-470 y
FP-520 y su produccién de enzimas, se realizaron fermentaciones en matraces Erenmeyer de
500 mL con 100 mL de medio de cultivo con xilanos de abedul, salvado de trigo y desechos
agroindustriales de tamarindo (bagazo y semifla) y malz (olote} utilizados como fuente de
carbono.

En la figura 1 se muestra el crecimionto de las cuatro cepas utilizadas, incubadas en xilanos
de abedul como fuente de carbono. El crecimiento (determinado como incremento en peso
seco) presentd una fase de latencia en donde las 4 cepas fueron adaptandose al medio de
cultivo  hasta las 48 h de incubacion, después del cual la poblacion fungal aumenté
regularmente y se mantuvo asi hasta las 72 h (fase exponencial). No se observd fase
estacionaria en el periode estudiado.

El mayor crecimiento lo tuvo la cepa 60 con un valor de 2.87 mg de pesc seco/ml de medio de
cultive, seguida de la 520, 470 y [a 440 con 2.3 mg de peso seco/mL, 1.86 mg de peso seco/mL

y 1.06 mgde peso seco/mL, respectivamente (Figura 1).

Cracimiento (peso seco)

5
- : . Cepa 60
< r
E 254 ]
' E ) ' —=— cepa 440
o
o 4
L3
e 15 —ir— Capa 470
]
& 14 L
—»w— Cepa 520
0.5
i -
0
10 20 30 40 50 80 70
t(h)

Figura 1 Crecimien'c de Aspergillus sp cultivado a 37°C, 200 rpm durante 72 h, en xilanos de
abedul al 1%.
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AZUCARES REDUCTORES

La acurmulacién de aziicares reductorss esia relacionada con la capacidad de Ios
microorganismas para degradar a los polisacaridos en monosacéridos los cuales son utilizados
para flevar a cabe la glucdiisis y obtener la energia necesaria para crecer (Camacho, 2000).
Asi, al medirse azlcares reductores en la fermentacién, en donde se utilizaron xilanos de
abedut como fuente de carbono, se observd que en las 4 cepas, al tiempo cero (to) habia una
cantidad de 0.2060 a 0.4460 mg de azicares reductores /mL aumentando al tiempo 24 h hasta
3.6 mg de azicares reduclores/mL debido quizd a la degradacidén del sustrato por xilanasas
constitutivas. Posteriormente al tiempo 48 h y 72 h disminuyé por el uso de éstos por el
microorganismo.

En relacién con la produccién de aztcares reductores en residuos agroindustriales, se sabe,
que en los medios que se utiliza xilano puro o residuos ricos en xilano como fuents de carbono
se obtienen unidades de xilosa, xilobiosa, xilooligosacaridos, hetercsacaridos de xilosa, glucosa
y los isémeros correspondientes; ya sea por la accidn de enzimas xilanoliticas constitutivas o
por enzimas inducibles que son producidas y secretadas al medio {Kulkarni, 1999; Beg, et 4/,
2001). Para el casc dal uso de desechos de tamarindo coma fuente de carbono (Figura 2.a), al
to de la fermantacion se obtuvieron de 1.48 a 1.65 mg de azicares reductoras/mlL, la cantidad
de éstos disminuyd proporcionalmente hasta las 48 h y posiblemente fueron degradédndose
hastalas 72 h y disminuir de 0.10 a .60 mg/mL.

Los azucares reductoras medidos usando clote de maiz y salvado de trigo (Figura 2.b y 2.¢)
usades como sustrato en la fermentacién presentaron una misma tendencia de aumento a las
24 h y descenso hasta las 72 h que al usar xilanos de abedul (Figura 2.d), para el casc de las
cepas 60, 440 y 470. En el caso de la cepa 520, los aziicares medidos al usar salvado de trigoy
olote como fuente de carbono, tuvieron una tendencia a disminuir desde el inicio de ia
fermentacién, de forma similar a lo obtenido en desechos de tamarindo.

ACTIVIDAD XILANOLITICA, PECTINOLITICA Y AMILOLITICA

Enlafigura 3 se observa la actividad xilanolitica que produjeron a Io largo de la farmentacion
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lag distintas cepas. Cuando las cepas se incubaron con xilanos de abedul {Figura 3.a), la

actividad xilanolitica a las 24h, fue apenas detectable para la capas 60 y 440 y aumentd de

manera a las 48h hasta las 72h.
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Figura 2 Produccion de azUcares reductores por las cuatro cepas de Aspeigillus durante la
fermentacion. La fuente de carbono en donde crecieron fue: a)Desechos de tamarindo b)Olote
de maiz c)Salvado de trigo d)Xitanos de abedul.
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Figura 3. Actividar xilanolitica producida por las cuatro cepas de Aspergilius durante la
fermentacion. La fuente de carbono en donde crecieron fue: a)Xilanos de abedul b)Desechos
de tamarindo c)Olote de malz d)Salvado de trigo.

35



(.

(~

.

Al haber utilizado deseches de tamarindo (Figura 3.b), para todas las cepas

present6 un comportamiento de aumento de actividad xilanolitica a partir de las 24 h hasta las
48h, sin embargo a las 72h disminuyo. En el medic con olote (Figura 3.c) hubo un aumento de
actividad continuo hasta las 72h y para salvado de trigo (Figura 4.d} un aumento considerable
present6 a las 24 h, aungue se mantuve casi la misma actividad hasta las 72 h para el caso de
las cepas 440, 470 y 60; la cepa 520 aumentd su actividad desde las 48 h alas 72 h.

Es importante observar que la cepa 520 al haber utilizado desechos de tamarindo (figura 3.b) y

salvado de trigo (figura 3.d) mostré mayor actividad xitlanolitica que las otras cepas a partir de la
24 h. En salvado de trigo, se dstecté mayor incremento en la actividad de |a cepa 520 con
respecto a las cepas 60, 440 y 470 a las 24, 48 y 72 h con un maximo de actividad al dltimo
tiempo de 91 U/mL. También al usar olote de malz, la cepa 520 tiene una actividad xilanolitica
mayor a partir de las 48 h, con respecto a ias otras cepas probadas con un maximo de actividad
alas 72 h de 93 U/mL.
Se ha reportado que los desechos agroindustriales representan una buena fuente para la
produccién de xilanasas. Gomes (1994) planted que las fuentes insolubles son mejores
inductores de fas xilanasas ya que no ejercen represién catabélica por ia presencia de
sustancias solubles. Lo anterior se pudo comprobar con la alta produccion de actividad
xilanolitica en olote de malz con 93 U/mL para la cepa 520, 63 U/mL para la cepa 470 y 59
U/mL para la cepa 440 (Figura 4).

En la figura 4 se observa que la cepa 60 desarrolla mayor actividad en xilano de abedul con
77 U/mL y la cepa 520 también tiene una actividad afta en salvado de trigo con 91 U/mL.
Ademas, la cepa que muestra mayor actividad en las distintas fuentes de xilanos es la 520,
excepto en xilanos de abedul en cuyo caso es la cepa 60.

AUn cuando los xilancs de abedul provienen de madera dura, Ia cual contiene un porcentaje
mayor de xilancs solubles que de insolubles, 80 y 19% respectivamente, el salvado de irigo

conliene cerca del 80% de xilanos insolubles lo que permitiria una mayor induccién de xilanasas
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por parte de este (tlimo sustrato Sin embarge, la actividad en salvado de irigo es menor,
representando un 27, 54 y 50% con respecto a la actividad en xilanos de abedul. Lo anterior
pudo deberse a la gran cantidad de grupos fendlicos y de acido urénico que contiene el salvado
de trigo, lo gue lo hace menos susceptible a la degradacion enzimatica por la gran cantidad de

ramificaciones y es consecuentemente mas resistente al ataque microbiano ( Voragen A., et al.,

1892).
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Figura 4. Actividad xilanolitica an las distintas fuentes de xilanos de Aspergillus sp.; FP-60, FP-
440, FP-470 y FP-520 cultivado 2 37°C a 200 rpm.. Datos obtenidos a tas 72 h de cultivo.

La actividad xilanolitica al utilizar salvado de trigo disminuyd con respecto al uso de desechos
de tamarindo, esto pusde deberse por la composicién del saivado, el cual tiene una mayor

cantidad de celulosa que los desechos de tamarindo.
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Por Io descrito anteriormente, ia cepa 520 crecida en olote de maiz y la cepa 60 crecida an
xilano de abedul son las mayores productoras de actividad xilanolitica con 83 U/mL y 77 U/mL,

raspectivamente.

Muchos microcrganismos xilanoliticos producen actividades enzimatica relacionadas con la
composicién de la fuente de carbono donde se hacen crecer (Riou et al., 1991), por lo anterior,
se determinaron las actividades pectinolitica y amilolitica en los fltrados extracelulares de

Aspergifius producidos por las diferentes cepas en las distintas fuentes de xilano.

La actividad amilolitica producida por las cepas de Aspergillus sp (60, 440, 470 y 520) se
determind como se indica en la metodologia. Los filtrados obtenidos de las cepas crecidas en
xilanos de abedul purcs, no produjercn actividad. Aunque, al emplear salvado de trigo si se
encontré actividad amilolitica, esto probablemente debido a residuos amilacecs los cuales
pudieron haber provocado la induccion de enzimas amiloliticas. Lo anterior parece también ser
¢l caso al utilizar desechos de tamarindo como fuente de carbono donde también produjeron
actividad amilclitica, puede pensarse que en este sustrato quedaron residuos amilaceos los
cuales indujeron la produccion de enzimas. En olote de maiz sf hubo actividad. Las cepas que
mostraron actividad fue la cepa 80, 440 y 470 al usar desechos de tamarindo desde las 24
horas de fermentacién. La cepa 520 en olote desarrollé actividad a partir de las 24 horas y en

salvado de trigo solo a las 72 horas de la fermentacion.

En la figura 5 se resumen las actividades pectinoliticas que produjeron las cepas de
Aspergillus sp (60, 440, 470 y 520) en las diferentes fuentes de carbono, como puede
observarse, |a capacidad de producir pectinasas en olote y salvado es menor que en tamarindo

y xilanos de abedul.
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Actividad pactinolitica (U/mL)
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Figura 5. Actividad pectinolitica en las diferentes fuentes de xlianos de Aspergills sp FP-80, FP-
440, FP-470 y FP-520, cultivado a 37°C, 200 rpm. Datos obtenidos a las 72 h de cuitivo.

Para poder comparar el pefil de prateinas extracelulares producidas por las cuatro cepas de
Aspergillus en las cuatro fuentes de carbono se realizé un gel de electroforésis en condiciones
desnaturalizantes.

Como se observa en la figura 6, los filtrados de cada cepa, en las dos fuentes de carbono
presentan el mismo perfil protéico, también en desechos de tamarindo y xilanos de abedul se
mostro este perfil (gel no mostrado). Por otro lado, en todos Ios carriles de los filtrados de Ia
cepa 60, 440 y 470 se observaron bandas con i mismo Rf, que comresponden a proteinas con
un peso molecular de 22, 24, 27, 30 y 66 KDa, lo que mostré la similitud en la produccién
enzimatica enire las ires cepas blancas utilizadas. Para los filtrades de la cepa 520, se
observan bandas & la misma distancia de corrimiento, aun al haberlos obtenido de distintas

fuentes de carbono, presentandc en todos los casos proteinas
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de un peso molecular mayor a 33 kDa, en este caso hay una diferencia de perfil protéico con

las ¢cepas anteriores debido al uso de una cepa negra.
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Figura 6. SDS-PAGE al 10%, de las proteinas de los filtrados enzimaticos. Los filtrados fuercn
obtenidos al crecer las distintas cepas utilizando olote (Carril 2-5) y salvade de trigo (Carril 6-9),
como fuentes de carbono: Carril: 1.. Marcadores de peso melecular 2. Cepa 60 3. Cepa 440 4.
Cepa 470 5. Cepa 520 6. Cepa 60 7. Cepa 440 8. Cepa 470 9. Cepa 520

ACTIVIDAD ENZIMATICA EN LAS MUESTRAS COMERCIALES
Se determind la actividad xilanolilica y pectinolitica de 'as muestras comerciales a una
concentracion de 100 mg/mL, obteniéndose lo mostrado en la tabia 1.
La aclividad amilolitica se datermind de la misma forma que para los filtrados enzimaticos.
Las enzimas comerciales se utilizaron en una concertracion de 10 mg/mL y en ambas se

encontro actividad amilolitica.
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Tabla 1. Actividad xilanolitica y pectinolitica de las preparaciones comerciales

Muestra Actividad xilanolitica Actividad pectinolitica
comerclal’ {U/mL) {U/mL)
Harizyme 42 3

Ban 800 77 5

"Se utilizd una concentracién de la preparacién enzirmatica comercial de 100 mg/mL.

CRECIMIENTO Y ACTIVIDAD DE Aspergillus GEPA FP-60 Y FP-520 EN OLOTE DE MAizZ
Y DESECHOS DE TAMARINDO

La industrializacién de alimentos genera gran cantidad de desechos que pueden terminar en
varios destinos: contaminando el medic ambiente o bien aprovechandose para la produccién
de productos de alto valor agregado.

La utilizacion de residuos agroindustriales como olote de maiz y desechos de tamarindo como
material de inicio de una fermentacion, permite la produccion de compuestos de interés para su
posterior uso, éste es el caso de enzimas xilanoliticas producidas por hongos.

Una vez estabiecida la opcién del uso de llesiduos gensrados después del procesamiento de
alimentos como es el caso del tamarindo y del maiz y qus la cepa 520 y la cepa 80 scn las
mayores productoras de actividad xilanolitica, aunque en diferentes sustratos, se realizé una
fermentacién en las mismas condiciones de éstas dos cepas en olote de malz y en desechas de
tamarindo, con el fin de obtener una cantidad considerable de filtrado extracelular para su uso
posterior.

De esta fermentacién a las 72 h la actividad xilanolitica obtenida fue de 44 UimL y 168 U/mL
para la cepa 80 crecida en olote de maiz y en desechos de tamarindo, respectivamente, y de €0

U/mLy 27 Uiml para la cepa 520 crecida en olote y desechos de tamarindo, respectivamente.

41



1

1]

CARACTERIZACION BIOQUIMICA DE LOS FILTRADOS ENZIMATICOS PRODUCIDOS

POR Aspergliius CEPA 80 Y 520 Y DE LAS PREPARACIONES COMERCIALES.

EFECTO DE LA TEMPERATURA EN LA ACTIVIDAD Y ESTABILIDAD XILANOLITICA

Para obtener la mayor actividad xilanclitics de los filtrados enzimaticos es preferible hacerlo en
sus condiciones &ptimas de reaccién; también, es necesario conacar su estahbilidad, con el fin
determinar las mejores condiciones de almacenamiento.

Los sistemas enzimaticos producidos por la cepa 60 y 520 en desechos de tamarindo y olote
tuvieron la maxima actividad a una temperatura de a 50°C (Figura 7); éste dato coincide con el
obtenido de xilanasas come las producidas por Aspergillus awamori, Aspergillus nidulans CECT
2544 crecida a 37°C, Penicillium purpurogenum, Bacillus sp. C-125 crecido a 37°C y Clostridium
sp. SAIV (Sunna y Antranikian, 1997). Debido a que solo se presentd una temperatura maxima
de actividad sin variacion, podria inferirse la accitn de un mismo tipo de xilanasa presente en
los 4 filtrados enzimaticos.

La temperatura de méaxima actividad para Ban 800 fue de 50°C (Figura 7) y de 60°C para la
preparacién enzimé*ica de Harizyme. Microorganismos come Aspergiillus sp., Bacillus sp. cepa
K-1y Streptomyces sp EC 10 (Beg, et al., 2001; Wong, et al., 1988) producen xilanasas cuya
temperatura dptima corresponde a 60°C, la cual coincide con la temperatura de maxima
actividad que mostré  Harizyme.

A 30°, temperatura mas baja de incubacién, fueron determinados bajos porcentajes de
actividad con respecto a la maxima, como es observado en la figura 7, del 3% para la cepa 60
crecida en olole y del 11% en desechos de tamarindc v del 26% y 61% para la cepa 520 crecida
en oicte y desechos de tamarindo, respectivamente.

Y 91°C, temperatura mas alta de incubacién ya no se detectd actividad en los filtrados
enziméticos, mientras que para las enzimas comerciales a la misma temperatura la actividad

residual es del 14.4% para Harizyme y de 0.4% para Ban 800
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Figura 7. Efecto de la temperatura de ensayo sobre |z actividad de las xilanasas. a)Filtrados
enzimaticos obtenidos de la fermentacién de la cepa de Aspergillus 60 en olote (OB0), cepa 60
en desechos de tamarindo (T60), cepa 520 en olote (0520) y cepa 520 en desechos de
tamarindo (T520). b)Enzimas comerciales: Harizyme (H) y Ban BOO {B). La determinacién se
realizé de 30°C a 91°C .

Se analizé la termoestabilidad de los filtrados & diferentes temperaturas durante 420 minutos y
sa encontré que al medir la actividad como se indica en la metodologia, los filtrados de la capa
60 presentaron los mas altos porcentajes de actividad residual con un porcentaje del 140% a 75
minutos (Figura 8.a) del filtrado obtenidc al crecer a la cepa en desechos de tamarindo y del
152% a 90 y 105 minutos (Figura 8.b) del filtrado obtenido al crecer a la cepa en olote de maiz.

El hecho de tener altos porcentajes de actividad residual a tiempos intermedios pusde
explicarse, recordando que se tiene un sistema de diferentes enzimas xilancliticas. Algunas de
ellas tendran la capacidad de degradar el sustrato inicial formando oligémeros de distinto peso
molecular, los cuales podrian ser un sustrato con mayor facilidad de ser hidrolizado, ya sea por
el mismo u otro grupo de enzimas, formando a un mayor tiempo un gran nimero de moléculas
de menor pesc molecuiar. Comparando con el poder reductor inicial, éste fue mayor a tiempos

especificos como se explica en el parrafo anterior.
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De las tres temperaturas utilizadas, ia menor establlidad para el sistema enzimético producido
por la cepa 80 es a 77°C (Figura 8) ya que a los 15 min practicamente se pierde toda la
actividad.

Con respecto a la termoestabilidad delas xilanasas de la cepa B0, las de 1a cepa 520
mostraron mayor estabilidad a temperatura de 30 , 50 y 77°C (Figura 9), aunque desde los

primeros minutos a 91°C perdid su actividad.
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a b
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‘ [+ T80 (30°C) —a— T8O (50°C) —4—TRO (77°C)|  t{miry ‘ ~—— 060 (30°C) ~a—0860 (50°C} —+— 080 (T7°C)|  t{min)

Figura B. Termoestabilidad del sistema enzimético producido por la cepa 60.
a)Filtrado enzimético producido en desechos de tamarindo (T). b)Filtrado enzimalico producido
en olete (O). La determinacién se realizé al incubar por distintos tiempos los filtrados
enzimaticos a temperatura de 30°C, 50°Cy 77°C.

En el caso de las enzimas de las muestras comerciales al ser incubadas a 77°C a partir de 15
minutos su actividad disminuye considerablemente, esto les permite tener una caracteristica

conveniente para ser usadas en panificacién, ya que su actividad desaparecera cuando la masa

con estas mezclas de enzimas sean sometidas a altas temperaturas en el horno (Figura 10), de

200 a 220 °C, aproximadamente.
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Figura 8. Termoestabilidad del sisterna enzimético producido por la cepa 520.

a)Filtrado enzimatico producida en olote (O). b)Filtrado enzimatico producido en desechos de
La determinacién se realizé al incubar por distintos tiempos los filtrados
enzimaticos a temperatura de 30°C, 50°C, 77°C y 91°C.
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concentracién de 20 mg/mL.

temperatura.

Figura 10.Termoestabilidad de las preparaciones comerciales utllizadas a una
a)Actividad xilanolitca presentada por Harizyme a distinta
b)Actividad xilanolltica mostrada por Ban 800 a distinta temperatura La
determinacién se realizé al incubar por distintos tiempos éstas preparaciones enzimaticas a
temperatura de 30°C, 50°C y 77°C.

EFECTO DEL pH EN LA ACTIVIDAD Y ESTABILIDAD XILANOLITICA

La actividad de los filtrados enzimaticos fue evaluada de pH 3 a pH de 9 a 50°C. El pH de
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méxima actividad de los filtrados enziméticos fue de 4, con excepcién de los filtrados de la cepa
80 crecida en clote que tuvo un pH de maxima actividad de 5, lo que difiere de lo sncontrado
en tamarindo para el filtrado de la misma cepa (Figura 11)

Al estimar el pH de méaxima actividad de ensayo de las enzimas comerciales se observé que
para Harizyme y Ban 800 fue de 6 (figura 11). El manejo de estas enzimas puede darse de pH
5 a pH 7 sin perder mas dsl 60% de actividad,

Xilanasas de Geolrichum candidum y Trichoderma reesei prsentaron un pH Gptimo de 4;
Aspergillus sojae y Trichoderma harzianum un pH 4ptimo de 5, los cuales coinciden con los
pHs de méxima actividad de ios sistemas enzimaticos producidos. Y una [-xilosidasa de
Bacillus thermantarticus, xilanasas de Sfrepfomyces thermoviolaceus OPC-520 y Aspargillus
fischeri presentaron el mismo valer de pH de méxima actividad que las enzimas comerciales.
La mayoria de las xilanasas de origen fungal presenta un pH dptimo de entra 4 y 6.5, como las

xilanasas de Aspergillus sp con pH 6ptimo de 4 a 6.5. (Beg, et al., 2001; Lama, et af., 2004).

" a) ] 100 b)
. =
} 80 &
E 80 |
i 60 |
] W 40 4
X 40| 3
% g =
20 |
0 -
0 ; — i 3 4 5 8 7 8
3 4 & [ 7 ] 5
‘:0_080 —8-TB0 —a—0O 520 ——N—T529J pl
[——Hwoumem) =8O momll] o -

Figura 11. pH de méxima actividad de ensayo de xilanasas. a)Enzimas comerciales:
Harizyme (H) y Ban 800 (B). b)Filirados enziméticos obtenidos da la fermentacion de cepas de
Aspergillus 60 crecidas en clote (O60), cepa 60 crecida en desechos de tamarindo (T60), cepa
520 crecida en olote (0520) y cepa 520 crecida en desechos de tamarindo (T520). Se
utilizaron soluciones amortiguadoras de acetatos 100 mM de pH 3 a 8 y solucién amortiguadora
Tris-HCl 100mM de pH 7 a 8. La determinacién se realizé en solucidn amertiguadora de
acetatos 100mM pH 5.
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El efecto del pH en Ia estabilidad de las enzimas xilanoliticas fue determinads a 2°C y 30°C,

incubando los filtrados enzimaticos durante 24 h a diferentes valores de pH.
Al medir la actividad residual se obtuvo Io siguiente:

Las enzimas comerciales mantuvieron su estabilidad de un 80 a un 100% en el rango de pH
de 3 a 7 a las dos temperaturas de incubacién (Figura 12).

La actividad residual del sistema xilanolitico de las cepa 60 crecida en olote, después de
mantenerse durante 24 h a diferentes valores de pH, presentaron la misma tendencia a las dos
diferentes temperaturas. Lo mismo sucedié para el filtrado de la misma cepa crecida en
desechos de tamarindo excepto por |a actividad residual medida a pH de 4 al haberse incubado
a 30°C, en donde tuve un incremento considerable de la actividad. El comportamiento
mostrado por el filtrado obtenido de la cepa 520 indica que al incubar a 2°C se tiene menor

actividad residual que a30°C apHde 7.
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Figura 12. Estabilldad al pH de xilanasas. a)Enzimas comerciales a concentracion de 20
mg/mL. b)Sistemas xilanoliticos producidos por la cepa 80 en desachos de tamarindo (T60) y
olote de maiz (O60) a dos diferantes temeperaturas. c)Sistemas xilanoliticos producidos por la
cepa 520 en desechos de tamarindo (T520) y olote de maiz (0520). Las enzimas se incubaron
durante 24 h a temperatura de 2°C y 30°C ,a diferentes pHs, usando una solucién
amortiguadora de acetatos a 50mM de pH de 3 a € y solucién amortiguadora tris-HCI 50 mM a
pH 7 . La determinacion se realizé en sclucion amortiguadora de acetatos 50 mM .

Con el fin de observar el peso molecular y verificar la presencia de xilanasas an los filtrados y
en las preparaciones comerciales se elaboraron geles de proteinas y de actividad “in situ”
(Figura 13).

El perfil de proteinas de la cepa 520 en las dos fuentes de carbono presentan mayar nimaro

de bandas entre las que sobresalen las de 26, 30, 38, 40 y maycr a 51 kDa. Las proteinas con
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cuando no se observaron bandas en el gei de proteinas a pescs moleculares mas bajos, en el
gel de actividad pudieron distinguirse xilanasas de un tamario de 28 kDa para Harizyme y de 24

kDa para Ban 800, por los halos de hidrélisis registrados.

PRUEBAS DE PANIFICACION
Para evaluar el efecto de los filtrados y de las muestras comerciales en panificacion, primero
se decidid elegir el tipo de harina a utilizar, probando la influencia que tenian harinas con

difererte cantidad de pentosancs, en respuesta al volumen (Tabla 2).

Tipo de harina Cantidad de pentosanos en harina
Blanca 1-2% Kihlberg, |. et ai., 2003
Integrai 2-3% Moraies, 1989

Se elaboraron panes como se describe en la metodologia con 100 g de harina: 100% blarica,
100% integral y 50% blanca-50% integrali.

Los resultados muestran como menciona Kihlberg ., etal. (2003), el uso de harina integral
disminuye el velumen de la miga, aunque incrementa el valor nutricional. El pan que tuvo un
mayor volumen fue el de harina 100% blanca, seguido del 50%blanca-50%integral y del 100%
integral. 'Y en el mismo orden se obtuvo la textura de la miga (Figura 14).

Ya que el pan elaborado con harina blanca e integral dio un volumen y textura de la miga de
mayor calidad al 100% integral, se decidi6 utilizar esta formulacidn para evaluar el efecto tanto

de los filtrados enzimaticos como de las enzimas comerciales en la produccién de pan.
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Figura 14, Textura dei pan. Panes slaborados con distintos tipos de harina como se describe en
la metodologia a. Harina 50% integral-50% blanca, marca Tres estrellas. b. Harina 100%
integral, marca Tres estreilas. ¢.Harina 100% blanca, marca Tres estrellas.

Primero se probaron los filtrados en una cantidad de 200 ppm con respecto a la actividad de
Ban 8OO, para elegir cual de eflos producia mayor volumen para su posterior usc a diferentes
dosis.

Los formulacién tomada fue aquella con 100 g de harina 50% integral- 50% blanca.

Se detectd que los filtrados obtenidos al usar olote como fuente de carbono son los que
permitieron el mayor incremento del volumen del pan con respacto al control (pan sin enzima),
ver figura 15.

De acuerdo a lo anterior, las enzimas comerciales v los filtrados enzimaticos de ambas cepas
crecidas en olote se evaluaron realizando una prueba de dosis-respuesta. Las dosis gue se
probaron en los filtrados enziméticos crudos fueron de 50, 100 y 200 ppm (para los filtrados la
dosis agregada fue con base a la actividad de Ban 800).

El volumen del pan se midi® de acuerdc a lo descrito en la metodologia. Los panes
efaborados con los filtrados y las muestras comerciales presentaron incrementos y decrementos

de volumen con respecto al control, le cual se observa en la figura 16.

51



of

100
2
‘£ 80
g
}‘ 'é 60
'8 40
'8 ,
' § i
I E 20 -
| B i
:§ 0 ‘ :
Q520 T520 080 T80
Muestra

Figura 16. Efecto provocade en pan, por la adicién de enzimas a una concentracién de 200
ppm. Los panes fueron elaborados coma se describe en la metodologia con una mezcla de
harina integral y blanca en proporcién 50/50 (p/p). Filtrados enzimaticos obtenidos de: cepa
520 crecida en olote (0520), cepa 520 crecida en daesechos de tamarindo (T520), cepa 60
crecida en olote (O60) y cepa 60 crecida en desechos da tamarindo (T60). Se tomé como 100%
el méximo incremento para cada cepa solo para fines de comparacion.

1% incremento de
| volumen

Muestras

Figura 16. Incremento de volumen en los panes elaborados con los filtrados enzimaticos vy las
preparaciones comerciales



N

Al agregar

enzimas a bajas dosis: 100 ppm,

el volumen de los panes mejord.

Este

comportamiento se ha descrito anteriormente en los trabajos de Monfort et al. (1998) donde

mencionan que las xilanasas a dosis altas producen un excesivo ablandamiento en las masas,

con una disminucion en al velumen del pan.

Los panes se evaluaron sensorialmente. Las calificaciones dadas para cada dosis y cada

muestra enzimatica se muestran en la tabla 3.

Tabla 3. Analisis sensorial de los panes, adicionados con distintas dosis de filtrado enzimatico y

de las muestras comerciaies.

Muestra Dosis (ppm} Color de la Colarde la Textura de la Apariencia
corteza' miga® miga® general®

0520 200 5 8 9 9
052¢ 100 4 8 9 9
0520 50 3 8 9 8
060 200 5 8 9 9
060 100 4 8 8 g
080 50 5 8 9 9
Harizyme 200 4 8 9 9
Harizyme 100 4 8 7 7
Ban 800 200 5 7 6 6
Ban 800 100 4 8 7 8
Control - 4 8 9 8

5. muy dorado, 4:dorada, 3: ligeramente dorada.
2 9:acremada, 8: café crema, 7; café.

39: muy buena, B; buena, 7; reguiar, 8: pobre.

* 9: muy buena, 8: buena, 7:regular, 6: suficienta.
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La homogeneidad de la miga esta relacionada con el incremento de volumen y en este caso se
abservo que el filtrado obienido de la cepa 520 crecida en olote a cualquiera de las dosis

ensayadas, si se da esta relacién.

Figura 18. Texiura de la miga. La enzima la cual se adiciond a cada pan se describe a
continuacion.

A: Filtrado de la cepa 520 crecida en olote: 200 ppm. B: Fittrado de la cepa 520 crecida en
olote: 100 ppm. C: Filtrade de la cepa 520 crecida en olote: 50 ppm. D: Filtrado de 1a cepa 60
crecida en olote: 200 ppm. E: Filtrado de la cepa 80 crecida en olote: 100 ppm. F: Filtrado de la
cepa B0 crecida en olote: 50 ppm. G: Harizyme: 200 ppm. H: Harizyme: 100 ppm |: Ban 800;
200 ppm. J: Ban 800: 100 ppm. K: Contral: sin enzima.

Si se considera como Kihlberg 1., at volumen del pan cemc una medida de calidad en
panificacion entonces los panes elaborados con los filtrados son los de mejor calidad, sobre
todo los adicionados 100 ppm, al compararios con Harizyme a 200 ppm y con Ban 800 a 100
ppm.

No solo debe tomarse en cuenta el incremento del volumen como pardmetro de calidad ya
que la aceptacién de los consumidores no solo depende de ello, sino también es importante la

evaluacion sensorial para determinar |a calidad global del pan.
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Los resultados obtenidos, muestran que la aplicacion de los sistemas xilanoliticos producidos y
la adicién de enzimas comerciales a la formulacion del pan produce modificaciones. Estas
modificaciones pueden atribuirse a la degradacion de los xilanos, lo cual produce una
disminucién en la capacidad de absorber agua, provacando con este, que el agua no absorbida
se redistribuya en lcs demés componertes del "sistema”™ masa. Sin embargo, tales cambios en
la masa no son consecuencia nicamente de la hidrélisis de los xilanos debida a la accion de
las xilanasas de los filtrados enzimdticos o de las preparaciones comerciales, ya que la
consisiencia de la masa depende de la concentracion de todos sus comporentes y de las

interacciones que pueden producirse entre ellos.
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CONCLUSIONES

* Las cepas de Aspergillus FP-60, FP-440, FP-470 y FP-620 crecieron y produjsron mayor
actividad xilanolitica en olote de malz.

* La produccién de sistemas enzimaticos tanto de xilanasas, pectinasas y amilasas, esta
relacionado estrechamente con la composicion y estructura de la fuente de xilanos.

* Las cepas blancas presentan el mismo perfil proteinico en SDS-PAGE, pero no un igual
balance de actividades.

* La caracteristicas btoquimicas de estabilidad a pH y temperaiura de la cepa 60 y 520 crecidos
en olote y desechos de tamarindo resultaron adecuadas para su uso en panificacion.

* Las caracteristicas sensoriales (color de fa corleza, color de la miga, textura de la miga y
apariencia general) de los panes de las masas adicionados con los filtrados enzimaticos
obtenidos de la cepa 60 y 520 fueron iguales o mejores que los panes elaborados con las
preparacionas comerciales. Excepto para el color de la corteza que dio el filtrado de Ia cepa
520 crecida en olote a 50 ppm v para |a textura de la miga dada por el fittrado de la cepa 60

crecida en olote, que tuvieron una calificaciéon menor.
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ANEXO |

Fundamentos dei método de tincidn de yodo

Al preparar un gel con agar bacterioldgico ai 1% y almiddn como sustrato especiifco al 0.1%
para las enzimas amiloliticas y ser revelado con una solucién de lugol (Mezcla de yodo y
disolucion de yoduro de potasic para la formacion del triyoduro: complejo soluble) se espera
que al agregarla y esperar el tiempo de incubacion descrito en la metodologia se forme un halo
de degradacion en el pozo donde se agregé la preparacion enzimatica cruda, si es que existe
actividad amilolitica ya gue las enzimas habran hidrolizado el almidén presente en el gel o un
color azul en caso de no presentar esta actividad. Lo anterior es debido a que el almidén
imparte un color azul 2 una disclucién que contenga una traza de ion trivoduro.

El yodo es retenido como un complejo de adsorcién dentro de la cadena helicoidal de la
macromolécula de b-amilosa, el cual da la coloracion. Por tanto al no haber actividad amilolitica

el color dado por el complejo lz-almidon permanece (Skoog, 1970).
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