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ENZIMAS XILANOLITICAS BACTERIANAS Y SUS APLICACIONES INDUSTRIALES

RESUMEN

Barbara Leslie Cooper Bribiesca

La hemicelulosa es el segundo polisacdrido de importancia después de la celulosa. En los Ultimos anos
se han estudiado las enzimas xilanoliticas, por su gran potencial biotecnoldgico en numerosos procesos
industriales, clasificdndolas y caracterizdndolas bioquimicamente; sin embargo, no existen muchos

reportes sobre xilanasas de origen bacteriano.
Palabras Claves: hemicelulosa, xilanasas.

Bacterial xylanases and their industrial application

ABSTRACT

Hemicellulose is the second most important polysaccharide in nature after cellulose. Recently, xylanolitic
enzymes have been extensively studied for their biotechnological potential on numerous industrial
processes and have been classified and biochemically characterized, however there are not many

studies on bacterial xylanases.
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INTRODUCCION

En la actualidad ha surgido un creciente interés en el estudio de
los sistemas enzimaticos, necesarios para el metabolismo de la
hemicelulosa, particularmente de xilano, que es el componente
principal de la hemicelulosa y que después de la celulosa es el
polisacarido mas abundante en la naturaleza; su composicion
es variable y depende de la fuente vegetal de que provenga',
por lo que las publicaciones recientes se han enfocado en la
purificacion, caracterizacion, clonacidn, expresion, induccion
de la produccion bajo distintas condiciones y de diferentes
origenes de dichas enzimas y sus usos en diversas industrias.

Lahemicelulosa es un heteropolimero cominmente ramificado
compuesto por dos a cuatro residuos de azucares, ya sean
hexosas (D-manosa, D-glucosa y D-galactosa), pentosas
(D-xilosay D-arabinosa) o sus acidos urénicos; dependiendo
de su composicion se le asigna su nombre como puede ser
xilano, manano, galactano o arabinano?.

El xilano es el polisacarido hemicelulésico mas abundante
en paredes celulares de plantas representando hasta 30%-—

Institucion

35% del total de peso seco’. El xilano esta constituido por
una cadena principal de [-(1-4)-xilopiranosa (xilosa);
el arabinoxilano tiene residuos de a-l-arabinofuranosa
(L-arabinosa) y de acido glucurénico en posicion C(O)-2 y/o
C(0)-3 sobre la estructura del xilano, aunque también puede
estar sustituido con glucosa o galactosa y estar esterificados
con acidos ferulicos, diferulicos y p-cumaricos en posicion
C(0)-5 de la arabinosa*’ (Figura 1).

La solubilidad de este polisacarido depende de su grado de
sustitucion o ramificaciones. En maderas duras, el xilano esta
presente en cadenas muy largas de 150 a 200 mondomeros,
mientras que en maderas suaves u otros materiales vegetales
estan formados de xilano de cadenas mas cortos de 70 a 130
mondmeros y con un menor grado de ramificacion®.

GLICOSILHIDROLASAS

Para realizar la hidrdlisis completa de los polisacaridos
complejos se requieren distintas enzimas como
glicanhidrolasas, enzimas desramificadoras y glicosidasas;
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Figura 1. Estructura quimica general de los arabinoxilanos.

la mayoria presentan actividad minima o nula si se enfrentan
individualmente a los polisacaridos’.

Estas enzimas denominadas glucosilhidrolasas, ademas, se
clasifican por familias numeradas basadas en sus actividades
cataliticas primarias segun se ha determinado por la topografia
de su sitio activo; previamente se dividian las enzimas en
clanes marcados alfabéticamente basados en la similaridad
del doblamiento de su proteina (protein fold). Las enzimas
categorizadas en familias numeradas y en clanes alfabéticos
poseen actividades cataliticas similares, ya que el criterio
de clasificacion, ya sea el doblamiento de la enzima o la
topografia del sitio activo, estdn muy relacionadas entre si,
al determinar el comportamiento catalitico de las mismas®’.
La hidrolisis de celulosa y xilanos hacia productos solubles
requiere diversos tipos de enzimas. La composicion de las
hemicelulosas es mas compleja que la celulosa, aunque no
forma estructuras cristalinas tan densamente empacadas
de la celulosa, por lo que son moléculas mas accesibles al
ataque enzimatico; sin embargo, dada la naturaleza compleja
y variabilidad estructural de las hemicelulosas, se requiere
la accion de multiples enzimas con diversas funciones y
sitios de accionpara su completa degradacion y que actiian
cooperativamente para degradar al polimero en sus azlicares
constituyentes”!?.

XILANASAS

Las xilanasas son un grupo de enzimas extracelulares
que act@ian sinergisticamente, producidas por diversos
microorganismos como bacterias (saprofitas y fitopatogenas),
micorrizas, levaduras, hongos, actinomicetos, ademas en
protozoa, insectos, crustaceos, caracoles y algunas semillas
de plantas durante la fase de germinacion en suelo!!12131415,

Aunque se han caracterizado completamente y patentado
un cierto numero de enzimas xilanoliticas, la mayoria de
estas corresponden a hongos filamentosos y solo se han
caracterizado P-xilosidasas y endo-xilanasas de bacterias
de los géneros Bacillus, Cellulomonas, Micrococcus y
Staphilococcus; existen muy pocos reportes de estas enzimas
en otros géneros de bacterias'®.
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También se han reportado caso de multiples xilanasas en un
mismo organismo; esto puede explicarse por la naturaleza
heterogénea del polimero de xilano, que ademas no tiene
todos sus enlaces accesibles para una sola enzima y durante la
hidrdlisis son variables, por lo que muchos microorganismos
utilizan la estrategia de clusters de enzimas con funciones
especificas para una hidroélisis eficiente’.

El modo de accion y los productos de hidrélisis varian de
acuerdo con la fuente de la enzima. Las xilanasas en general
se cristalizan facilmente en sulfato de amonio y fosfato de
sodio-potasio en pH de 3.5 a 9 y en otras sales, polimeros
y solventes orgénicos; su solubilidad se incrementa con el
aumento de temperatura en concentraciones moderadas de
sulfato de amonio; la solubilidad en buffer de fosfatos
(pH 9) disminuye en temperaturas entre el rango de 0-10°C,
pero permanece constante entre temperaturas de 10-37°C".

Las hemicelulasas o xilanasas pueden ser agrupadas de acuerdo
a sus propiedades cataliticas, ya sean glucosilhidrolasas (GHs)
que hidrolizan enlaces glucosidicos, o bien, Estearasas de
carbohidratos (CEs) que hidrolizan enlaces éster. En la tabla
1 se muestran algunas enzimas y su papel en la degradacion
del xilano.

CLASIFICACION

La mayoria de las xilanasas conocidas pertenecen a las
familias de GH 10 (antes llamada F) y 11 (antes llamada G),
aunque también existen en las familias 5, 7, 8, 26 y 43; estan
agrupadas en estas familias segun sus propiedades fisico-
quimicas como peso molecular y punto isoeléctrico: Las
xilanasas de la familia F/10 son de mayor tamafio, con un peso
molecular de aproximadamente 35 KDa y estin compuestas
por un dominio de unién a celulosa y un sitio catalitico ligados
mediante un péptido de union®’; muestran menor especificidad
hacia el sustrato, y se ha encontrado que también atacan el
enlace glucosidico de los B-D- celobidsidos?' .

Las xilanasas de la familia G/11 son menores, con un peso de
solo 20 KDa'". Son subdivididas a su vez en dos subgrupos de
acuerdo con su punto isoeléctrico como alcalinas o acidas y
se considera que debido a su tamafio relativamente pequeio,
estas pudieran atravesar los poros en las redes de hemicelulosa
permitiendo una hidrélisis mas eficiente®.

Las endoxilanasas de la familia 10 son capaces de atacar los
enlaces glucosidicos cercanos a puntos de ramificacion y
hacia el extremo no reductor, mientras que los de la familia
11 no lo hacen®; ademas, estas endoxilanasas requieren un
espacio de dos residuos de xilopiranosil no sustituidos entre
ramificaciones, en tanto que los de la familia 11 requieren
tres residuos consecutivos no sustituidos: Segun Biely y
cols.?, las endoxilanasas de la familia 10 tienen propiedades
cataliticas que los hacen compatibles con las B-xilosidasas
que estan agrupadas en las familias 3, 39, 43, 52 y 54 de
las glucosil hidrolasas y que hidrolizan xilooligémeros por
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Enzima Modo de accion Clas1ﬁc’a.c10n
catalitica
?]; C0_3B£( i ,éllz-g)llanasa Hidrolizaenlaces B-1,4-xilosaunidaaxilooligosacaridos liberaxilobiosa. GH
Endo-B-(1,4)D-xilanasas Hidroliza enlaces B-1.4, haciendo cortes internos al azar en la cadena GH
(E.C.3.2.1.8) principal de la molécula, liberando xilooligosacaridos.
B-D-xilosidasa Remueve residuos de xilosa de los extremos no reductores de los GH
(E.C.3.2.1.37) xilooligosacaridos cortos y xilobiosa, produciendo xilosa.
a-L- arabinofuranosidasa Remueve las cadenas laterales de arabinosa al hidrolizar el enlace entre GH
(EC 3.2.1.55) arabinofuranosa en el extremo no reductor en los arabinoxilanos.
a-Glucoronidasa Remueve las cadenas laterales de acido glucoronico al hidrolizar los GH
(E.C.3.2.1.139) enlaces a-1,2-glucosidicos con los glucuronoxilanos.
g:eétll;xlllalmfzs)tearasa Libera grupos o-acetilos al hidrolizar enlaces acetil-ester en acetil-xilanos. CE
FEstCea;re;sa; (;63 )a cido ferdlico Remueven el acido fertlico y p-cumarico de las arabinosas al hidrolilza CE
Estear.as.a' de dcido p-cumrico enlaces feruloil-ester y p-Cumaril-ester con xilanos
Endo-B-1,4-mananasa Libera b-14 mananooligomeros asociados a xilanos GH
Exo0-B-1,4 manosidasa Hidroliza los B1,4-manooligomeros liberando manosa GH
Endo-galactanasa Hidroliza B-1,4-galactano GH
Acetil-manan-etearasa Libera 2 o 3-O-acteilxilanos CE
\GH= Glucosilhidrolasas, CE= Carbohidratoestearasas Y,

Tabla 1. Enzimas degradadoras de xilano*101518.19,

mecanismos de retencion o por inversion de configuracion
anomérica (solo familia 43)'.

Uso industrial de las xilanasas

Las xilanasas representan una larga proporcion de las enzimas
hidroliticas comerciales y se obtienen de fuentes bacterianas
y fungicas; las enzimas de los géneros Clostridium,
Cellulomonas, Bacillus 'y Thermomonospora se usan
ampliamente asi como las de P. chrysosporium, Trichoderma,
Aspergillus, Schizophyllum y Penicillium de origen fingico,
que también han sido estudiados por su produccion de
hemicelulasas'’.

En la actualidad, la aplicacion de las enzimas xilanoliticas es
creciente y de importancia en la industria papelera para tratar
sus residuos y el preblanqueado de la pulpa Kraft, ya que se
necesitan menos pasos de blanqueado y disminuye el gasto de
reactivos quimicos; otras aplicaciones incluyen:

* Uso como aditivo en alimento de aves para mejorar la
ganancia de peso y mejorar la eficiencia de conversion,
porque se mejora la digestibilidad®.

* Uso en combinacion con amilasas para mejorar el volumen
especifico en panaderia®.

» Extraccion de almidon, café y aceites vegetales®.

* Tratamiento de aguas de desecho'.

* Mejoramiento de propiedades nutricionales de ensilados y
granos?’.

e Obtencion de proteinas celulares, combustibles y
sustancias quimicas’.

* Aplicacion en sistemas donde no se requieren enzimas
celuloliticas como en el procesamiento de fibras como
linaza y cafiamo'2%2%3,

e Obtencion de xilitol y etanol a partir de biomasa
lignoceluldsica para usarlo como combustibles’.

» Clarificacion de mostos y jugos de fruta junto con celulasas
y pectinasas'.

CONCLUSIONES

Las enzimas xilanoliticas han cobrado importancia por su alta
relevancia en usos industriales y biotecnologicos; aunque ya
se han estudiado ampliamente, es necesario continuar en la
busqueda de nuevas fuentes y la optimizacion de procesos
comerciales.
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