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ABREVIATURAS

AX Actividad xilanolitica

AXOS Arabino-xilooligosacaridos
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EDTA Acido etilendiaminotetraacético

FG Crecimiento en estado sélido

MeGIcA Acido 4-O-metil-a-D-glucopiranosil Gronico

GHs Glucésido hidrolasas

pl Punto isoeléctrico

rpm Revoluciones por minuto

SDS Dodesil sulfato de sodio

ITS Espaciadores transcritos internos



RESUMEN

La obtencion de xilosa requiere el uso de un complejo xilanolitico que la hidroliza hasta
xilosa, donde las xilanasas cumplen una funcion central. Estas enzimas son producidas
por una gran diversidad de organismos, entre ellos estan los hongos. Al respecto, en
un trabajo previo, el hongo Fusarium solani se aisl6 de un cultivo de frijol y se seleccion6
por su importante capacidad para producir xilanasas extracelulares. Por lo que en este
trabajo, es de interés obtener un extracto enriquecido con actividad xilanolitica, en
donde el enriquecimiento del extracto crudo enzimatico y la determinacion de las
propiedades bioquimicas dardn pauta para conocer si esta enzima presenta
propiedades bioquimicas Optimas para su posible uso biotecnolégico. El extracto
enzimatico se obtuvo por fermentaciones en medio sélido con xilana de madera de
haya, Por ello, la xilanasa enriquecida es candidata para degradar xilanas en procesos

que utilicen temperaturas maximas de 50 °C, pH de 7 y con débil fuerza i6nica.

Palabras Clave: Xilanasa; purificacion; Fusarium solani; actividad enzimatica;

aplicacion industrial



ABSTRACT

The obtention xylose requires the use of a xilanolitico complex tho hydrolyze the
xylan, where the xylanases play a central role. These enzymes are produced by a
great diversity of organisms, among them are the fungi. In this regard, in a previous
work, the fungus Fusarium solani (KP137443) was isolated from a bean culture and
selected for its important ability to produce extracellular xylanases. Therefore, in this
work, it is of interest to obtain an extract enriched with xylanolytic activity, where the
enrichment of the crude enzymatic extract and the determination of the biochemical
properties will guide to know if this enzyme presents optimal biochemical properties
for its possible biotechnological use. Therefore, enriched xylanase is a candidate for
degrading xylans in processes that use maximum temperatures of 50 °C, pH of 7

and with weak ionic strength.

KEYWORDS: Xylanase; purification; Fusarium solani; enzymatic activity; industrial

application
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INTRODUCCION

La produccion de xilanasas con propiedades fisicoquimicas que se ajusten a las
condiciones prevalecientes en el proceso industrial es un reto cientifico y tecnologico
persistente. Por ello, las xilanasas se someten a procesos de purificacion para entender el
proceso catalitico que llevan a cabo y sugerir su mejor uso industrial. En general, la
purificacién de una enzima es un procedimiento complejo, cuya metodologia es Unica para
cada proteina. El proceso total de purificacion depende de tres aspectos, la naturaleza
bioquimica, utilizacion de la enzima y la complejidad del proceso de purificacion. El grado
de pureza deseado para una enzima de interés depende del uso de la enzima. Por ejemplo,
para estudiar la presencia de una molécula con cierta actividad catalitica o el efecto de los
parametros ambientales en la actividad de la enzima; con un extracto crudo enzimatico es
suficiente. Sin embargo, para estudios de la composicién de aminoacidos, propiedades
cinéticas y especificidad por un sustrato, la enzima debe ser lo mas pura. Generalmente se
inicia, a partir de grandes voliumenes de extracto crudo, lo conveniente es empezar con una
técnica que permita manipular un volumen minimo, que se obtiene a partir de la
ultrafiltracion, liofilizacion y precipitacién, esta Gltima técnica es la mas utilizada. El siguiente
paso de purificacion es utilizar las técnicas cromatograficas y electroforéticas para
enriquecer la enzima y su actividad especifica, asi como eliminar moléculas con
propiedades fisicoquimicas similares. El Gltimo paso es la eliminacién de contaminantes
menores, con técnicas de separacion como la cromatografia de afinidad y la electroforesis
bidimensional (E2D). Las xilanasas hidrolizan xilana y son producidas por una gran
diversidad de organismos tales como artropodos, algas, bacterias hongos, protozoos,
caracoles, insectos y semillas de plantas terrestres (Polizeli et al., 2005). A nivel industrial
los microorganismos productores de xilanasas més utilizados son las bacterias y los hongos
filamentosos. Al respecto, en nuestro grupo de investigacion el hongo Fusarium solani fue
aislado de cultivos de frijol, se identific6 molecularmente por medio de los ITS ribosomales
y se seleccion6 por su interesante capacidad para producir xilanasas extracelulares
(Alvarez-Naverrete et al., 2015). Por lo que es de interés enriquecer su xilanasa mayorita,
en donde, el fraccionamiento del extracto crudo enzimatico y la determinacién de las
propiedades bioquimicas enziméticas dara pauta para conocer si esta enzima presenta
propiedades bioquimicas Optimas para su posible uso en el procesamiento de la

hemicelulosa.



Aplicacion industrial de las xilanasas

En la actualidad, el empleo de técnicas amigables con el medio ambiente en los

procesos de manufactura ha requerido del uso de enzimas que degraden la

hemicelulosa presente en el material vegetal. Las xilanasas han atraido una

atencion debido a sus aplicaciones que presenta en la industria (Fig. 1), remplaza

el uso de compuestos quimicos y se obtienen beneficios para el hombre. Por

consiguiente, las xilanasas son una alternativa en la industria del papel ya que su

uso, sustituye de 5-7 kg de diéxido de cloro por tonelada de pasta de papel, reduce

el uso de sustancias cloradas que contribuyen a la contaminacion del medio

ambiente y no afecta la salud del personal ya que los compuestos resultantes no

son téxicos y mutagénicos (Howard et at., 2003).

Cuadro 1.- Aplicaciones de las xilanasas en la industria tecnoldgica.

Industria

Papel

Alimentaria

Alimentaria
en animales

Farmacéutica

Quimica

Aplicaciones

Blanqueo de la pulpa de celulosa.

Hidrolisis de la hemicelulosa en la harina de trigo lo
gue ayuda una redistribucién de agua, proporciona
una masa mas suave y facil de amasar.
Clarificacion y reduccion de la viscosidad de jugos
Yy Vinos.

Licuefaccion de mucilago de café; extraccion de
saborizantes, pigmentos, aceites de plantas y
semilla.

Mejoramiento del valor nutrimental en los alimentos

Hidrolisis de la xilana para la obtencion de residuos
de B-D-xilopiranosil para la produccion de xilitol.
Bioconversion de los materiales lignoceluldsicos y
tratamiento desechos agricolas a productos
fermentables para la produccion de bioetanol.

Referencia

Howard et at., 2003

Beg et al., 2001

Ponce et al., 2002
Polizeli et al., 2005

BNDES, 2008



Las xilanasas en la industria alimentaria coadyuva a la obtencion de productos de
calidad para su consumo en el ser humano e.g. durante el proceso de panificacion
permite el crecimiento de la masa, aumento en el volumen del pan, mayor
resistencia a la fermentacion y una mayor cantidad de arabinoxilo-oligosacaridos en
el pan, beneficioso para la salud (Beg et al., 2001). Hoy en dia, los residuos
lignocelulésicos son un problema que existe en México, se generan residuos por
encima de los 25 millones de toneladas (SAGARPA, 2010). La conversion de los
residuos lignoceluldsicos a partir de enzimas, para la obtencion de biocombustibles

es uno de los principales retos.

Composicion del material lignocelulosico

La lignocelulosa es el componente principal de la pared celular de las plantas una
fuente renovable de carbono y abundante en la naturaleza. La biomasa de las
plantas estd compuesta por celulosa (40-50 %), hemicelulosa (25-35%) vy lignina
(15-20 %) (fig. 1 a). En teoria, el contenido de energia de la xilana y la celulosa en
base a las estimaciones de la biomasa total en plantas equivalente a 640 mil
millones de toneladas de biocombustibles generados. Los sustratos mas utilizados
son e.g. los residuos agroindustriales, provenientes del procesamiento de la cafa
de azlcar, el maiz y la madera (Gray et al., 2006). La lignocelulosa esta constituida,
por celulosa, que es un polimero insoluble formado por residuos de glucosa unidos
por enlaces glucosidicos (-1,4; la lignina, cuya estructura se basa en la
polimerizacion de tres alcoholes fenilpropilicos aromaticos (alcoholes cumarilico,
coniferilico y sinapilico). La hemicelulosa que incluye un amplio intervalo de
polisacaridos no celul@sicos, que se encuentran en varias proporciones, compuesto
por unidades de monosacaridos, tales como D-xilosa, D-manosa, D-glucosa, L-
arabinosa, D-galactosa, acido glucurénico y acido galacturénico (Lee et al., 2011).
El componente principal de la hemicelulosa es la xilana, el segundo polisacéarido
mas abundante en la naturaleza después de la celulosa. La xilana es
un polisacarido constituido por una cadena lineal de residuos de xilosa unidos por
enlaces B-1,4 con diferentes niveles de polimerizacion que presenta diversas

ramificaciones que inician con monosacaridos de &cido glucorénico, arabinosa y



acido ferulico (fig. 1 b) (Collins et al., 2005). En la pared celular de las plantas, la
lignina, celulosa y la hemicelulosa, interactian a través de enlaces covalentes y no
covalentes. La xilana se encuentra en la interfase entre la lignina y la coleccién de
fibras de celulosa. Es importante para la cohesion de las fibras y la integridad de las
paredes celulares de las plantas. La estructura quimica y las sustituciones de los
grupos laterales de las xilanas, se encuentran intercalados, entrecruzados y ligados
covalentemente en varios puntos con la gran cubierta de lignina y su interaccién no
covalente con las fibras de celulosa, a través de puentes de hidrogeno entre los
grupos hidroxilo y fuerzas de Van der Waals entre los anillos de los azucares

apilados unos sobre otros (Polizeli et al., 2005).

Hemicelulosa

Lignina

Celulosa




b)

H;CO
HO

Figura 1.- Representacién esquematica de la lignocelulosa. A) Composicion de la lignocelulosa. B)
Estructura quimica de la xilana, representa la columna de xilopiranosil unido por enlaces (-1,4-
glicosidicos y ramificados por &cido glucurénico, arabinosa y &cido ferulico.

Enzimas clave en la hidroélisis de la xilana

La xilana es quimicamente compleja, debido a su composicion heterogénea se
requiere un grupo complejo de enzimas para hidrolizar y metabolizar este
polisacarido. Las enzimas clave encargadas de llevar acabo la hidrélisis de la xilana
son las endo-B-1,4-xilanasas (EC 3.2.1.8), que actlan en la cadena principal del
polimero e hidrolizan los enlaces glicosidicos internos que conlleva a la formacién
de una mezcla de xilooligosacéridos cortos y son hidrolizados por la accién de la
exo-B-1,4-xilosidasa para producir xilosa. También, las enzimas auxiliares o
desramificadoras hidrolizan los grupos laterales del polimero e.g. las enzimas
hidroxinamico estereasas, a-L-arabinofuranosidasa, a-D-glucoronidasa Yy acetil
xilana estereasa entre otras enzimas de acuerdo a los monosacaridos presentes en
el polimero (Inmaculada et al 2005). Estas enzimas son producidas por una amplia
variedad de organismos, como bacterias, hongos, algas, protozoos, crustaceos,
caracoles, insectos y plantas terrestres (Polizeli et al., 2005). Sin embargo, los
hongos filamentosos producen enzimas extracelulares en cantidades mayores
respecto a los demas microorganismos. Actualmente, las xilansas, celulasas y
pectinasas representan el 20 % del consumo en el mercado mundial de las enzimas
(Polizeli et al., 2005).



Clasificacion de las xilanasas

Las xilanasas estan incluidas en las glicésido hidrolasas que son un grupo de
enzimas que hidrolizan el enlace glicosidico entre dos o mas carbohidratos, o entre
un hidrato de carbono y un compuesto. Las xilanasas son enzimas diversificadas a
niveles estructurales, bioguimicos y cataliticos. Esta diversificacion se origina por
las redundancias genéticas, modificaciones postraduccionales a través de la
escision proteolitica, glicosilacion, la presencia del péptido sefial y protedlisis
parcial, estrategia en respuesta adaptativa encontrada por los microorganismos
para optimizar la biodegradacion de los enlaces xilosidicos de las paredes celulares
(Pollet et al., 2010).

Inicialmente, las xilanasas se clasificaban en base a la especificidad por el sustrato.
Sin embargo, ésta clasificacion presentod algunas limitaciones, por tanto se introdujo
una nueva clasificacién basado en las propiedades fisico-quimicas, ya que se habia
descubierto una correlacion entre el peso molecular y el punto isoeléctrico. Las
xilanasas se dividieron en dos grupos: Un primer grupo de xilanasas de bajo peso
molecular (menos de 30 kDa) y un punto isoeléctrico (pl) alcalino pertenece a la
familia M, un segundo grupo de xilanasas de mayor peso molecular (méas de 30 kD)
y pl acido corresponde a la familia G (Wong et al., 1988). Esta clasificacion en
realidad también mostr6 algunas limitaciones, especialmente nuevas xilanasas se
descubrieron y no se podian atribuir a cualquiera de estos grupos. Un sistema de
clasificacion mas completo de las glucésido hidrolasas (GHs), se ha desarrollado en
base a la similitud de las secuencias de aminoacidos del modulo o dominio
catalitico, las glucésido hidrolasas son clasificadas en diferentes familias. De modo
que, ésta clasificacién proporciona informacion de las propiedades estructurales,
relaciones evolutivas y el mecanismo catalitico de la enzima. La base de datos CAZy
(Carbohydrate Active Enzyme) ofrece una lista actualizada de la clasificacion de las
glucosido hidrolasas en diferentes familias 5, 8, 10, 11, 16, 26, 30 y 43. El pliegue
de las proteinas es mejor conservado que sus secuencias, algunas de las familias
pueden agruparse en clanes. Actualmente, 14 clanes o super familias diferentes
existen (GH-A- a GH-N) de acuerdo a los criterios de conservacion de pliegues de

proteinas, maquinaria catalitica y mecanismo de hidrolisis del enlace O-glucosidico.



Las enzimas con actividad xilanolitica se encuentran en las familias 5, 8, 10, 11y
43 contienen un dominio catalitico verdaderamente distinto con actividad endo-1,4-
B-xilanasa. Las xilanasas que pertenecen a las familias GH7, GH16, GH43 y GH62
son enzimas bifuncionales (Cantarel et al., 2008). En el cuadro 2 se representa las

caracteristicas especificas de la familia 5, 7, 8, 10, 11y 43.

Cuadro 2.- Familias de las enzimas glucdsido hidrolasa con actividad xilanolitica (Collins et al.,
2005).

Familia Plegamiento Clan Mecanismo Residuos Residuos
glucésido catalitico acido/base nucleofilo/base
hidrolasa

5 (Bla)s GH-A Retencién Glutamato Glutamato

7 Barril beta GH-B Retencién Glutamato Glutamato

8 (ala)s GH-M Inversién Glutamato Aspartato

10 (Bla)s GH-A Retencién Glutamato Glutamato

11 Barril beta GH-C Retencién Glutamato Glutamato

43 5-B-laminas-a- GH-F Inversién Glutamato Aspartato
hélice

Mecanismo de hidrolisis del enlace glicosidico

La reaccion de hidrdlisis del enlace glicosidico catalizado por las distintas xilanasas
esta mediada por la accién de dos residuos cataliticos presentes en el sitio activo,
uno de los cuales actia como donador de protones y el otro como nucleéfilo o base.
La hidrolisis del enlace glicosidico se lleva acabo de dos formas distintas, depende
la configuracién del carbono anomérico resultante de la hidrélisis. El primer
mecanismo es que la configuracion anomérica cambie, la reaccion hidrolitica que
se desarrolla se le designa como mecanismo de inversion. El segundo es que la
configuracion anomérica se mantenga, por lo que se denomina mecanismo de
retencion. Las enzimas que hidrolizan mediante el mecanismo de inversion, la
distancia de separacion de los dos carboxilos cataliticos es de aproximadamente 10
A, mientras que en las enzimas que retienen la configuracion del enlace, la
separacion es alrededor de 5 A (Pollet et al., 2010). Las familias GH10, GH11,



GH30 y GH5 son enzimas de retencion, que actian mediante el mecanismo de
doble desplazamiento. En una primera fase (glicosilacién), el residuo catalitico
acido/base funciona como un catalizador acido general, que protona el oxigeno del
enlace glicosidico. Mientras que, el segundo residuo catalitico realiza un ataque
nucledfilo sobre el carbono anomérico del enlace, provoca la liberacion de uno de
los productos de reaccion y la formacion de un intermediario a-glicosilo-enzima. En
el segundo paso (desglicosilacion), el residuo 4cido/base actia como base, disocia
un proton de una molécula de agua entrante. La molécula de agua activa ataca el
carbono anomérico del intermediario a-glicosil-enzima y produce su hidrolisis y se
obtiene la liberacion de la enzima y un producto de reaccién en el que el carbono
anomérico vuelve a la configuracion B, al igual que la del sustrato (Pollet et al.,
2010).

Por el contrario, las xilanasas de familia GH8 utilizan el mecanismo de inversion
mediante una reaccion de simple desplazamiento, en las que se obtiene un producto
de configuracion anomérica invertida respecto al sustrato. En este caso, los residuos
cataliticos suelen ser un glutamato (Glu) y un aspartato (Asp), donde el primero
actiia como catalizador acido, protona el oxigeno del enlace glicosidico y el segundo
como catalizador basico, produce la activacion de una molécula de agua que ataca
el carbono anomérico, produce la hidrdélisis del enlace B-glicosidico y origina un

producto de configuracion a en el carbono anomérico (Pollet et al., 2010).

Modulos de unidn a carbohidratos

Las glicosidasas son proteinas modulares que contienen ademas del mdédulo
catalitico, médulos de unién a carbohidratos (CBMs). A los CBMs se les atribuyen
funciones tales como, las de incrementar la concentracion de la enzima en la
superficie del sustrato, causar disrupciones no hidroliticas del sustrato, capaces de
modificar la superficie del mismo y se localizan en el amino y/o carboxilo terminal
conectados por péptidos de unién de longitud variable ricos en serina o treonina.
Los CBMs se agrupan en familias en base a la similitud de la secuencia de
aminoacidos, existen 39 familias definidas en los CBM, tienen la capacidad de

reconocer a la celulosa cristalina, celulosa no cristalina, quitina, 8-1,3-glucanas,



glucanas con enlaces (-1,3-1,4-mixtos, xilana, manana, galactana y almidén
(Boraston et al., 2004). En general, una correlacion entre el ligando que es capaz
de reconocer un CBM vy el sustrato especifico sobre el que actia el dominio
catalitico. La proximidad espacial y estructural de la celulosa y la xilana en la pared
celular vegetal hace que la presencia de CBMs que unen celulosa o xilana facilite la

actividad de la xilanasa sobre la xilana (Boraston et al., 2004).

Produccion de xilanasas fungicas

Los medios de fermentacion sumergido y en estado solido son utilizados en la
industria para la producciéon de xilanasas extracelulares. Sin embargo, el 80-90 %
de las xilanasas se obtienen en medio de cultivo sumergido. En cultivos soélidos, los
sustratos utilizados son: salvado de trigo, arroz, bagazo de cafia, cascara de arroz
y pulpa de madera (Anthony et al., 2003). En cultivo liquido, las xilanasas se
obtienen en respuesta a diferentes fuentes de carbono, los residuos B-D-
xilopiranosilo pueden actuar como inductores del complejo xilanolitico (Rizzatti et
al., 2004). Los microorganismos pueden dar lugar a un control discriminatorio,
originandose una represion catabdlica de endoxilanasas (Flores et al., 1996). El §-
metilo xilésido se utiliza como un inductor, analogo estructural no metabolizable de
xilobiosa que se usa por ser de bajo costo. También, los compuestos sintéticos
tienen la funcién de inducir el sistema xilanolitico e.g. 2-O-B-D-xilopiranosil-D-xilosa
(XylB1-2Xyl), 3-O-B-D-xilopiranosil D-xilosa (Xyl31-3Xyl) y 2-O-8-D-glucopiranosil
D-xilosa (GlcB1-2Xyl), (Hrmova et al., 1991). La xilobiosa es un homodisacérido
(XylB1-2Xyl e XylB1-3Xyl), potente inductor de las endo-1,4-B-xilanasa, pero no
inducen enzimas del complejo celulolitica, la endo-1,4-B-glucanasa (Polizeli et al.,
2005).

Las xilanasas son inducibles por microorganismos cultivados con xilana como
fuente de carbono. En la fig. 2 se representa un esquema hipotético de la regulacion
del complejo xilanolitico que involucra las endoxilanasas y B-xilosidasas. En donde,
las xilanasas constitutivas a niveles relativamente bajos de actividad, son
responsable de la hidrdlisis inicial de la xilana, producen pequefios oligosacaridos

B-D—xilopiranosil, xilobiosa y xilotriosa. Sin embargo, la xilobiosa es un inductor de



la sintesis de endoxilanasas con ayuda de permeasas S-xil6sido son transportados
al interior de la célula, induce la expresion de los genes del sistema xilanolitico. La
actividad de la permeasa de las células inducidas disminuye en presencia de
glucosa, pero es eficiente en presencia de inductores xilanoliticos. En hongos
filamentosos, la expresion de los genes xilanoliticos y celuliticos es estrictamente
reprimida por glucosa, fructosa y D-xilosa esta represion catabdlica es mediada por
la proteina CreA (represor de transcripcion) (Gutiérrez et al., 2013).

Induccion

Represion
catabdlica

B-xilosidasa

——————>

Xilobiosa, xilotriosa y
xilooligosacarido

Permeasa

- “Membrana s,
O HNDERENN B 5 R 07 S DO
UUUOOUY S (1 ZOINLIRRN GOOU s

o

Xilobiosa, xilotriosa y
v xilooligosacéridos

Xilanasa

Figura 2.- Esquema hipotético de la regulacion del complejo xilanolitico que involucra las
endoxilanasas y p-xilosidasas. Las endoxilanasas constitutivas hidrolizan la xilana a
xilooligosacaridos y a través de permeasas entran al citoplasma e inducen la transcripcién de genes
en responsables de la sintesis de las endoxilanasas y S-xilosidasas (Gutiérrez et al., 2013).
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Termoestabilidad de las xilanasas fungicas

Las xilanasas termofilas se caracterizan por presentar un incremento de puentes de
disulfuro, interacciones de los residuos aromaticos presentes en la superficie de la
enzima, interacciones electrostaticas, puentes de hidrogeno, empaquetamiento
hidrofébico, puentes salinos, residuos de prolina en el extremo N-terminal y la
presencia de moléculas de agua. Por consiguiente, éstas caracteristicas causan
una reduccion en la libertad conformacional responsables de la termoestabilidad de
las enzimas (Kumar et al., 2000). La xilanasa de Paecilomyces varioti presenté un
enlace disulfuro adicional en la posicion de cisteina 154 y cisteina 110 (Cys154-
Cys110). Sin embargo, la xilanasa de Aspergillus niger se encuentran presente los
aminoécidos de serina 110 y asparagina 154 (Ser110-Asn154). Las xilanasas que
son activas a temperaturas bajas se distinguen por una serie de modificaciones
discretas que podrian dar lugar a una disminucion en la estabilidad y por lo tanto un
aumento de la flexibilidad de la estructura molecular. La xilanasa
Pseudoalteromonas haloplanktis (TAH3a) se caracteriza por un niumero reducido de
puentes salinos y un incremento de residuos hidrofébicos expuestos (Collins et al.,
2005)

Estabilidad acido-base de las xilanasas fungicas

Las enzimas son dependientes del pKa de los residuos cataliticos, a cierto pH las
cargas de los residuos de los aminoacidos que participan en el sitio activo estan en
condiciones éptimas para llevar acabo la actividad hidrolitica en el sustrato. En
contraste, los residuos vecinos del grupo carboxilo pueden disminuir o aumentar
los valores de pKa del acido glutdmico, conforme a la unién electrostatica de los
residuos implicados en la interaccién. De hecho, las xilanasas acidéfilas de la familia
11 tienen un residuo aspartico unido al hidrogeno del catalizador acido/base que se
sustituye por una asparagina en las xilanasas activas en condiciones alcalinas, este
residuo influye en la dependencia del pH en la actividad y una mutacion de éste
aspartico en su residuo de amida en la xilanasa acidofila de Aspergillus kawachii
resulta un desplazamiento mayor del pH éptimo desde pH 2 a un pH de 5. En efecto,

el andlisis de la estructura terciaria de esta enzima, asi como las xilanasas de la
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familia 11 de T. reesei y A. niger indica que la adaptacién a un pH menor se produce
por un aumento de la carga negativa, una sustitucion y reorientacion de los residuos,
en particular los residuos aromaticos en el sitio activo. En contraste, las enzimas
estables en condiciones alcalinas se caracterizan tipicamente por una disminucién

de residuos acidos y mayor contenido de residuos de argininas (Collins et al., 2005).

Microrganismos xilanoliticos

Las xilanasas fangicas son las mas importantes en la industria tecnologica por
secretar enzimas en el medio de cultivo en mayor cantidad en comparacién con
levaduras y bacterias. Los hongos filamentosos, particularmente las especies de
Aspergillus y Trichoderma, son reconocidos a nivel industrial por ser productores
eficientes de enzimas celuloliticas y hemiceluloliticas. En el cuadro 3 se presenta
los hongos utilizados en la produccion industrial de xilanasas, en donde su actividad
xilanolitica se lleva acabo a una temperatura de 50-55 °C y pH de 5-7. Sin embargo,
las preparaciones enzimaticas de éstas especies son especificas para
determinadas aplicaciones de acuerdo a las propiedades bioquimicas que
presentan. Debido a esta limitacion, microorganismos productores de enzimas
hidroliticas se requiere investigar. Uno de los microorganismos prometedores en la
produccion de enzimas xilanoliticas son las especies de Fusarium, en el cuadro 4
se presentan las propiedades bioquimicas de xilanasas del género Fusarium las
cuales presentan su actividad maxima a un pH de 5 - 5,5 y una temperatura de 50
- 55 °C (Polizeli et al., 2005). La produccion de xilanasas con propiedades fisico-
guimicas que se ajusten a las condiciones prevalecientes en la industria es un reto
cientifico y tecnoldgico persistente. De acuerdo a su aplicacion industrial, las

preparaciones enzimaticas deben poseer propiedades cataliticas especificas.
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Cuadro 3.- Hongos utilizados en la produccién industrial de xilanasas (Polizeli et al., 2005).

Especie Enzima pH Temperatura Aplicaciones
optimo optima (°C) industriales
Aspergillus niger | Endo-g-1,4- 53 65 Alimentos
xilanasa
Humicola Endo-B-1,4- 6,5-7 40-50 Papel
insolens xilanasa
Trichoderma Endo-g6-1,4- 5-5,5 55-60 Alimentos
longibrachiatum | xilanasa
Trichoderma Endo-3-1,4- 5-6 50-55 Papel
reesei xilanasa Panaderia

Cuadro 4.- Propiedades bioquimicas de xilanasas producidas por Fusarium spp. (N/R= no reportado)

(Badal et al., 2001; Saha et al., 2001; Inmaculada et al., 2005).

Genero Enzima P.M. Actividad Estabilidad pl kn Vonax
(kDa) optima (mg/ | (U/mg)
pH T(°C) mL)
pH T (°C)

F. Endo-B- 22,4 | 555 55 5-7,5 55 N/R N/R N/R
proliferatum 1,4-
xilanasa

F. Endo-B- 24 5,5 50 4-9,5 50 8,6 N/R N/R
verticillioides 1,4-
xilanasa

F. Endo-B- 21,6 5,5 55 7-10 30 9,0 2,2 72
oxysporum 1,4-
xilanasa
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Deteccidon de una xilanasa de F. solan

Alvarez- Naverrete et al. (2015) realizaron un escrutinio de 103 aislados fungicos de
los cuales seleccionaron 60 aislados fungicos por presentar un indice xilanolitico
mayor (IX) en medio minimo, los 60 aislados fangicos se sometieron a un analisis
de correspondencia. El andlisis de correspondencia lo utiliz6 con el objetivo de
conocer el comportamiento de una poblacion de aislados fungicos, respecto a cuatro
variables que corresponde a crecimiento en medio sdlido, indice xilanolitico,
actividad xilanolitica y actividad celulolitica. Los hongos que presentaron mayor
contribucion en la actividad xilanolitica total de la poblacién analizada corresponden
a un grupo de nueve aislados fungicos. Sin embargo, el aislado 59 se seleccioné
por que presentd un IX mayor (0.964 + 0.042), rapido crecimiento en estado sélido
(1.233 £ 0.050 cm/dia), mayor actividad xilanolitica especifica (3.823 £ 0.210 U/mg)
y una actividad celulolitica ausente, respecto al resto de los demas aislados (fig. 3).

El aislado 59 se identificé molecularmente en base en las regiones ITS ribosomales
y correspondié a Fusarium solani con nimero de acceso KP144996 (Alvarez-
Naverrete et al., 2015).
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Figura 3.- Analisis de correspondencia de los 60 aislados fungicos (FG crecimiento en estado sélido,

CA actividad celulolitica, XA actividad xilanolitica). @ Aislado Fangico, ™ Variable Respuesta.

14



En base a un analisis electroforético de un extracto de F. solani (KP144996) se
detectd la actividad xilanolitica en un extracto crudo. La sefial se detectd por tincion

con rojo Congo, con un peso molecular aproximado de 20,8 kDa (fig. 4).

20.8kD

Figura 4.- Zimograma de una xilanasa de Fusarium solani (KP144996). 1. Marcadores de peso
molecular (daltons): triosa fosfato isomerasa (26,625), mioglobina (16,950), a-lactalbdmina (14,437),
2. Extracto crudo, 3. Xilanasa enriquecida por ultrafiltracion (10-50 kDa).
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JUSTIFICACION

Las xilanasas fungicas son importantes en la industria de los polisacéridos. En
donde sus propiedades bioquimicas determinan el proceso en el que son utilizadas.
Por ello, el enriguecimiento de una xilanasa extracelular de Fusarium solani
(KP137443) coadyuvara a conocer el aprovechamiento de sus propiedades

bioquimicas en la conversion de la hemicelulosa.
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HIPOTESIS

La xilanasa de Fusarium solani (KP137443) presenta propiedades bioquimicas con

potencial uso en el procesamiento de hemicelulosa.
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OBJETIVO GENERAL

Caracterizar bioquimicamente la actividad xilanolitica de Fusarium solani
(KP137443).

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Enriquecer la actividad xilanolitica de los extractos de Fusarium solani
(KP137443).

Determinar los parametro bioquimicos aparentes de la actividad xilanolitica

extracelular de Fusarium solani (KP137443).
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ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Medio de
mantenimiento y
propagacion

Producciéon de
xilanasas

Enriquecimiento del
extracto enzimatico

Precipitacion con sulfato de amonio

Ultrafiltracion a través de
membranas de 10 y 50 kDa

Cromatografia de intercambio
aniénico

Cromatografia de intercambio
cationico

Electroforesis

Caracterizacién
bioguimica de la

Parametros bioquimicos

Analisis de datos
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MATERIALES Y METODOS

Actividad de endo-B-1,4-xilanasa

La actividad de endo-B-1,4-xilanasa se midié por el método modificado de Bailey y
colaboradores (1992). La mezcla de reaccion contenia 580 pL de buffer de citrato
de sodio 50 mM a pH 5, 600 pL de suspension de xilana de madera de abedul al 1
% (p/v) suspendida en buffer de citrato de sodio 50 mM a pH 5y 4,38 ug de proteina
(tubo 1). Al tubo de ensaye 2 se afadi6 4,38 ug de proteinay 1 180 uL de buffer de
citrato de sodio 50 mM. Al tubo de ensaye 3 solo se afiadio 1 200 pL buffer y al tubo
4 se le anadieron 600 pL de buffer de citrato de sodio 50 mM y 600 uL de sustrato.
Los tubos con la mezcla de reaccién se incubaron a 50 °C por 30 min y se
centrifugaron a 5 000 rpm por 5 min. La reaccion se detuvo al afiadir 1 mL de DNS
y se colocaron en un bafio de agua en ebullicion por 15 min (Miller, 1959). Los
azucares reductores se cuantificaron a una longitud de onda de 540 nm en un
espectrofotometro (Mca Epoch BioTek®). Cada ensayo se realizé por duplicado. El
contenido de azucares reductores en la mezcla de reaccion se obtuvo a partir de
una curva patron de xilosa, con la ecuacién de regresion lineal y = 8,489x-0,2303
(r>=0,987). La actividad especifica se expresé en U/mg. Una unidad de actividad
enzimatica se define: La cantidad de enzima que libera un micromol de azucares
reductores por minuto a condiciones del ensayo. En la fig. 5 se representa la curva

patrén de xilosa.

Actividad de endocelulasa

La actividad de endocelulasa (endo-B-1,4-glucanasa) se midié por el método
modificado de Ghose (1987). A tubos de ensaye se afadieron 480 pL de buffer de
citrato de sodio 50 mM a pH de 5, quinientos microlitros de disolucién de
carboxilmetilcelulosa (CMC) al 1 % (p/v), preparada en buffer de citrato de sodio 50
mM, pH 5y 4,38 ug de proteina. La mezcla de reaccion se homogeneizé y se incubo
a 50 °C durante 30 min. La reaccion se detuvo al afadir 1 mL de é&cido 3,5-
dinitrosalicilico (DNS), se colocaron los tubos de ensaye en bafio de agua en
ebullicién por 15 min. Los azucares reductores se cuantificaron a una longitud de

onda de 540 nm. Cada ensayo se realizé por duplicado. La determinacion del
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contenido de azucares reductores en la mezcla de reaccion se obtuvieron a partir
de una curva patrén de glucosa, con la ecuacion de regresion lineal y = 9,4193x-
0,2784 (r> = 0,979). La actividad especifica se expresé en U/mg. Una unidad de
actividad enzimatica se define: La cantidad de enzima que libera un micromol de
azucares reductores por minuto a condiciones del ensayo. En la fig. 6 se representa

la curva patrén de glucosa.

Cuantificacion de proteina

A tubos de ensaye se afiadieron 4,38 ug de proteina, 2 980 uL del reactivo de Biuret
y se mezclé. Los tubos se incubaron en la oscuridad por un periodo de 15 min, se
afiadio 150 pL del reactivo de Folin-Ciocalteau, los tubos con la muestra se
incubaron por 30 min. Cada ensayo se realizd por duplicado y los valores de
absorbencia se determinaron a una longitud de onda de 640 nm. EL contenido de
proteina se obtuvo a partir de una curva patrén de Albumina sérica bovina (BSA)
por el método colorimétrico de Lowry et al. (1951) a una concentracion 1 mg/mL,
con la ecuaciéon de regresion lineal y = 11,62x+0,0824 (r? = 0,9898). La fig. 7

representa la curva patron de BSA.

1.4
1.2 y =8.489x - 0.2303
R?=0.9874
1
—~ 08
=
e
o
3 06
[%2]
e}
<
0.4
0.2
0l
0 0.05 0.1 0.15 0.2

Concentracion de xilosa (mg/mL)

Figura 5.- Curva de calibracion de azlcares reductores. Curva patrén: puntos verdes. Curva de
regresion lineal: linea verde. Coeficiente de correlacion r2=0,9448, n = 3.
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Figura 6.- Curva de calibracién de azlcares reductores. Curva patron: puntos verdes. Curva de
regresion lineal: linea verde. Coeficiente de correlacién r2=0,9788, n = 3.
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Figura 7.- Curva de calibracion de proteina. Curva patrén: puntos verdes. Curva regresion lineal:
linea verde. Coeficiente de correlaciéon r>=0,9898, n = 3.
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ENRIQUECIMIENTO DEL EXTRACTO XILANOLITICO

Medio de mantenimiento y propagacion

Fusarium solani se cultivd en medio basal solido con la siguiente composicion (g/L):
C4H12N206 (tartrato de amonio), 5; KH2PO4, 1; MgSO4-7H20, 0,5; extracto de
levadura, 0,1; CaClz-2H20, 0,001; dextrosa, 4 y agar, 16. Las placas sembradas se

incubaron en oscuridad a temperatura ambiente hasta su uso.

Preparacion del in6culo

El medio de cultivo liquido se preparo con la siguiente composicion: agua tridestilada
36 mL, xilana de madera de haya 0,04 g, disolucion de microelementos 4 mL, que
presenta la siguiente composicién por litro de agua tridestilada (NH4)2S04, 1,4 g;
KH2PO4, 2,0 g; urea, 0,1 g; MgS0a4-7H20, 0,3 g; CaClz, 0,3 g; FeSO4-7H20, 5,0 mg;
MnSOa4-H20, 1,56 mg; CoClz, 2,0 mg; ZnSOa4-7H20, 1,4 mg; dextrosa 3 g; disolucion
de vitaminas (MEM Vitamins Solution 1000x, Sigma Cell Culture), 100 uL. El pH del
medio de cultivo se ajustd a 5,5 y se esteriliz6 en autoclave a 121 °C por 15 min.
Cuatro propagulos de F. solani se inocularon en 40 mL de medio de cultivo y se
incub6é a 150 rpm a temperatura ambiente. Después de 48 h de incubacién, el
micelio se extrajo y se lavo tres veces con agua desionizada estéril. Una alicuota de
500 pL de la suspensiéon de micelio se tomd para lisarlo, 500 uL de hidroxido de
sodio 0,5 M se afadieron y se incub6 por 14 h a 4 °C. La muestra se centrifugé a
12 000 rpm por 5 min. El sobrenadante se extrajo para cuantificar el contenido de

proteina intracelular soluble por el método de Lowry (1951).

Produccion de xilanasas extracelulares

Los medios de cultivos sélidos se prepararon de acuerdo a las condiciones
experimentales encontradas para la produccion de xilanasas extracelulares por F.
solani, (fig. 8). 500 mL de medio de cultivo sélido se prepararon con la siguiente
composicion: 1,750 g de xilana de madera de haya (Sigma), 350 uL de extracto de
levadura, 100 puL de (NH4)2S0Oa4, 50 pL de urea y el medio de cultivo se humedecié
con 4,5 mL de agua tridestilada. EI medio de cultivo se esterilizé en autoclave a 121

°C por 15 min. Los medios esterilizados se afiadieron 500 uL de la disolucion de
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microelementos y 500 pL del inéculo (39,5 pg de proteina), se incubaron durante 84

h a 150 rpm a temperatura ambiente (Alvarez et al., 2015).

Medio basal xilanolitico Preparacion del Determinacion de proteina
(Pointing, 1999) inéculo por el m?;%%i )de Lowry

Medios de fermentacion en Incubacién 84 h
estado sélido

Figura 8.- Medio de mantenimiento y produccion de xilanasas de Fusarium solani (KP144996).

Extraccion de xilanasas extracelulares

Los matraces se sacaron de incubacion y se afiadieron 15 mL de buffer de citrato
de sodio 50 mM pH de 5,0 y se homogeneizd. La muestra se centrifugd a 4 °C, 4
500 rpm por 30 min y el sobrenadante se separ6 de los sélidos y se almacené a -40
°C hasta su uso (fig. 9).

Homogeneizar el Centrifugar el extracto Obtener el
medio enzimatico sobrenadante

Figura 9.- Obtencidn del extracto crudo enzimatico de Fusarium solani (KP137443).
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Enriguecimiento del extracto crudo por precipitacién con sulfato

de amonio

El sobrenadante de la fermentacion se precipité con sulfato de amonio a 4 °C, a una
concentracion del 20, 25 y 30 % de saturacion con agitacion constante. El
precipitado obtenido en cada porcentaje de saturacion se separo del sobrenadante

por centrifugacion a 4 °C y 4 700 rpm por 30 min (fig. 10).

Extracto crudo Fracciones del 25y 30 Centrifugacion Precipitado
% de saturacién con
(NH4)2SO4

Figura 10.- Precipitacion del extracto crudo de Fusarium solani (KP137443) con sulfato de amonio.

Dialisis

Las fracciones precipitadas se dializaron a través de una membrana de celulosa con
un tamafio de exclusion molecular de 12 kDa (Sigma) contra buffer de citrato de
sodio 50 mM, pH de 5,0 en agitacion constante a 4 °C durante 72 h. El buffer se
reemplazé varias veces durante la dialisis (fig. 11). La actividad xilanolitica y la
proteina se cuantificaron en cada fraccion recuperada y dializada (métodos de Miller

y Lowry).

Figura 11.- Representacion de las fracciones dializadas contra buffer de citrato de sodio 50 mM.
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Separacién por ultrafiltracion

Las muestras dializadas se fraccionaron y concentraron por ultrafiltracion a través
de filtros para centrifuga Amicon® Ultra-15 (Millipore) con membranas de punto de
corte de 10 y 50 kDa. En la fig. 12 representa el diagrama de flujo del
enriquecimiento del extracto enzimético de Fusarium solani (KP137443) mediante
ultrafiltracién. Las muestras se centrifugaron a 4 500 rpm por 30 min. La actividad

xilanolitica y el contenido de proteina se cuantificaron en cada fraccion obtenida.
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Figura 12.- Diagrama de flujo del enriquecimiento del extracto enzimatico de Fusarium solani
(KP137443) mediante ultrafiltracién con membranas de punto de corte de 10 y 50 kDa.
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Cromatografia de intercambio anionico

Tratamiento de la resina

La resina de intercambio anionico dietilaminoetil Sephadex® (DEAE-Sephadex®) A
25 (10 g) se pesaron y se colocaron en 100 mL de buffer microfiltrado Tris-HCI 20
mM a pH de 8,0, se coloco en bafio de agua en ebullicién por 2 h. La resina se lavo
por tres veces con el mismo buffer y se eliming el aire con ayuda de una bomba de
vacio para evitar la formacién de burbujas durante el empaquetamiento de la resina

en la columna cromatografica.

Empaquetamiento de la columna DEAE-Sephadex® A-25

El empaquetamiento de la columna se realizé con un volumen de fase estacionaria
de 45 mL (DEAE-Sephadex® A-25) con una dimension de 15 cm de longitud x 2 cm
de diametro, la resina se equilibré con Tris-HCI 20 mM a pH de 8,0 con un volumen

gue equivale a cuatro camas de la resina.

Procesamiento de la muestra

La muestra se inyecto (2,33 mg de proteina) en la columna de intercambio idnico,
el NaCl se utiliz6 como gradiente lineal (0-1 M) y como fase movil Tris-HCI 20 mM
a pH de 8, con una velocidad de flujo de 3 mL/min a 25 °C. La elucion de la proteina
presente en cada fraccion se cuantificé a una absorbencia de 280 nm y la actividad
xilanolitica se determiné de acuerdo al método de Miller (1959) a una absorbencia
de 540 nm. Las fracciones que presentaron mayor actividad enzimética se

mezclaron y se fraccionaron en una columna de intercambio cationico.

Cromatografia de intercambio cationico

Tratamiento de la resina

La resina de intercambio catidnico carboximetil Sephadex® (CMC-Sephadex®) A
25 (10 g) se pesaron y se colocaron en 100 mL de buffer microfiltrado de acetato de

sodio 50 mM a pH de 5,0. La resina se coloco en bafio de agua en ebullicion por 2
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hy se lavo por tres veces con el mismo buffer, con ayuda de una bomba de vacio
se elimind el aire para evitar la formacion de burbujas durante el empaquetamiento

de la resina.
Empaquetamiento de la columna CM-Sephadex® A-25

El empaquetamiento de la columna se realiz6 con un volumen de fase estacionaria
de 45 mL (CMC-Sephadex® A-25) con una dimensién de 15 cm de longitud x 2 cm
de diametro, la resina se equilibré con buffer de acetato de sodio 50 mM a pH de 5

con un volumen que equivale a cuatro camas de la resina.

La muestra se inyectdé (0,111 mg de proteina) en una columna de intercambio
catidnico, el NaCl se utilizé6 como gradiente lineal (0-1 M) y como fase movil el buffer
de acetato de sodio 50 mM a pH de 5,0. Las fracciones se recolectaron con una
velocidad de flujo de 3 mL/min a una temperatura de 25 °C, la proteina presente en
cada fraccion se cuantifico a una absorbencia de 280 nm. La actividad xilanolitica
se determind de acuerdo al método de Miller (1959) a una absorbencia de 540 nm.
Las fracciones que presentaron mayor actividad enzimatica se juntaron para su

posterior caracterizacion bioguimica.

Electroforesis SDS-PAGE

El gel de poliacrilamida se prepar6 de acuerdo con el método de Laemmli (1970), a

partir de un gel concentrador al 4 % y un gel de resolucién al 17 %.

El gel de resolucién contiene: agua desionizada 1,7 mL, acrilamida/Bis al 30 % 5,7
mL, buffer Tris-HCI pH 8,8 1,5 M, APS 50 pL 10 % y 5 puL de TEMED. El gel
concentrador contiene: agua desionizada 6,1 mL, acrilamida/Bis al 30 % 1,3 mL,
buffer Tris-HCI pH 6,8 2,5 M, APS 50 uL 10 % y 10 pL de TEMED.

Procesamiento de la muestra

En tubos eppendorf se afiadieron 4,38 ug de proteina (20uL), 60 pL de buffer Tris-
HCI con SDS y 5 pyL de B-mercaptoetanol, se hirvieron por 4 min a 95 °C. Las

28



muestras se cargaron en el gel, la camara se llené con un buffer Tris-glicina a pH
8,3 y se corrieron las muestras a 115 V por 2 h. Después de la electroforesis, el gel
se incubd en una disolucién de metanol (40 %), acido acético (10 %) y agua (50 %)
con agitacion suave por 1 h, después se lavé con agua durante 1 h. Las sefales

electroforéticas se visualizaron mediante una tincion con nitrato de plata.

Tincién con nitrato de plata

El gel que contiene las proteinas se incubo durante 1 h en una solucidon de metanol,
acido acético y agua desionizada (40:10:50, v/v) para fijar las proteinas. El gel se
enjuago durante 24 h con diferentes cambios de agua desionizada y se incub6 en
una solucion de tiosulfato de sodio al 0,02 % (p/v) por 1 min, con agua desionizada
se lavo tres veces por 1 min y se incub6 en una disolucion de nitrato de plata al 0,1
% (p/v) con formaldehido al 0,02 % (v/v) a 4 °C por 20 min, por segunda vez con
agua desionizada se lavo tres veces por 1 min y se volvié a incubar en disolucion
de nitrato de plata. Para revelar las sefales, una disoluciéon de carbonato de sodio
al 3 % (p/v) con formaldehido al 0,05 % (v/v) se afadi6. Al observar un cambio de
color amarillo se reemplazé con una disolucion nueva de carbonato de sodio al 3 %,

por ultimo acido acético al 5 % se agrego (v/v) para detener la tincion.
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CARACTERIZACION BIOQUIMICA DE UNA XILANASA DE F. solani
(KP137443)

Efecto de latemperaturay el pH en la actividad xilanolitica
El efecto de pH y temperatura en la actividad enzimatica se evalu6 de manera
conjunta a partir de un disefio central compuesto. El sistema de buffer Mcllvaine

(citrato-fosfato) se utilizé para el intervalo estudiado.

En el cuadro 5 representa los tratamientos que se utilizaron en los ensallos
correspondientes. En tubos eppendorf se colocaron 600 pL de xilana de madera de
haya 1 % (p/v), 500 pL de buffer Mcllvaine al pH especifico (citrato-fosfato) y 0,052
U de enzima se incubaron a una temperatura especifica por 30 min. Los tubos se
centrifugaron 5 000 rpm por 5 min, un mililitro del sobrenadante se coloco en un
tubo de ensaye. La reaccion se detuvo al afiadir un mililitro del reactivo DNS. Los
tubos se colocaron en bafio de agua en ebullicién por 15 min, se retiraron y se
dejaron enfriar. La cuantificacion de los azucares reductores se realiz6 a una
longitud de onda de 540 nm. Para los ensayos de actividad xilanolitica se utilizaron

0,02 U de enzima. Cada tratamiento se realizo por duplicado.

Cuadro 5.- Tratamientos utilizados para determinar el efecto del pH y la temperatura en la actividad
enzimética.

Tratamiento | Temperatura (°C) pH
1 30 3
2 30 7
3 70 3
4 70 7
5 21,7 5
6 78,3 5
7 50 2,1
8 50 7,8
9 50 5,
10 50 6
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Efecto del pH en la estabilidad de la enzima

En tubos de ensaye se colocaron 0,10 U de enzima y buffer Mcllvaine (citrato-
fosfato) a pH de 4, 5, 6 se pre-incubaron a 50 °C. En intervalos de tiempo se
extrajeron 0,02 U de enzima para cuantificar la actividad xilanolitica residual y se
expresod en porcentaje (%) en relacion a la actividad enzimatica observada antes de

incubar a los distintos valores de pH. Cada ensayo se realizo por duplicado.

Efecto de latemperatura en la estabilidad enzimatica

En tubos de ensaye se colocaron 0,10 U de enzima y buffer de citrato de sodio 50
mM a pH de 5 se pre-incubaron a diferentes intervalos de temperatura 40, 50, 60,
70y 80 °C. En intervalos de tiempo se extrajeron 0,02 U de enzima para cuantificar
la actividad xilanolitica residual y se expresd en porcentaje (%) en relacion a la
actividad enzimatica observada antes de incubar a las distintas temperaturas. Cada

ensayo se realizé por duplicado.

Efecto de iones metalicos y compuestos en la actividad enzimatica
Los iones metalicos (Mg?*, Fe?*, Ag*, Co?*, Hg?*, Cu?*, 1 mM) urea (8mM), Dodecil
Sulfato de Sodio (SDS, 2 mM) y Acido etilendiaminotetraacético (EDTA, 3 mM) se
disolvieron en agua desionizada. En un tubo ependorf se colocaron 0,02 U de
enzima, la disolucion de la sustancia o ion metalico correspondiente y se incubaron
a 50 °C durante 15 min. La actividad xilanolitica residual se cuantificé y se expresé
en porcentaje (%) en relacion a la actividad enzimatica observada en el control sin

el efector. Cada ensayo se realiz6 por duplicado.

Especificidad por sustrato

Disoluciones de diferentes polisacéaridos: Carboxilmetilcelulosa (CMC), celulosa
Sigmacell®, quitina de camaron y xilana de madera de haya (p/v, 1 %) se prepararon
en buffer de citrato de sodio 50 mM a pH 5,0. La enzima (0,02 U) y la disolucién del
polisacérido (0,6 mL) se incubaron a 50 °C por 30 min excepto, celulosa Sigmacell®

que fue por 60 min. Las disoluciones de los polisacaridos sin enzima se incubaron
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como control. Las muestras se centrifugaron a 10 000 rpm por 5 min. Los azUcares
reductores liberados se cuantificaron por el método de Miller (1959). A la
absorbencia de las muestras se les restd la absorbencia de los controles. Cada

ensayo se realizé por duplicado.

Estimacion de parametros cinéticos aparentes: Km Y Vmax

Disoluciones de xilana de madera de haya se prepararon a una concentracion de
0,5, 2,5, 5, 10, 20, 30 y 40 mg/mL se disolvieron en buffer de citrato de sodio 50
mM, pH 5. En tubos de ensaye se colocaron 0,08 U de enzima se incubaron con
cada una de las disoluciones de xilana de madera de haya a 50 °C. Muestreos 0,02
U de enzima se realizaron cada 10, 20 y 30 min. Las muestras se centrifugaron 10
000 rpm por 5 min y la cantidad de azlcares reductores liberados se cuantificé para
estimar la velocidad inicial de hidrdlisis. La estimacion de los parametros cinéticos
se realizé por regresion no lineal mediante el método de Levenberg—Marquardt con

ayuda del programa LAB Fit. Cada ensayo se realizé por duplicado.

Analisis de los datos

El andlisis de varianza de una via y disefio central compuesto asi como pruebas de
comparaciéon de medias Tukey y t-student se obtuvieron con el paquete estadistico

Stadistic version 8.0®, Statsoft.
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DISCUSION

En éste estudio se realiz6 un enriquecimiento de la actividad xilanolitica en un
extracto crudo enzimatico de Fusarium solani (KP137443). El extracto crudo se
precipitd con sulfato de amonio al 25 y 30 % de saturacion con una actividad
especifica de 3,72 U/mg y ausencia de actividad celulolitica. Estas fracciones se
ultrafiltraron con membranas con un punto de corte de 10 y 50 kDa. Las fracciones
de 10-50 kDa se seleccionaron por presentar mayor actividad especifica de 4,81
U/mg. Sin embargo, las fracciones menores a 10 kDa y mayores a 50 kDa
presentaron menor actividad xilanolitica, lo que indica que el extracto crudo
enzimatico de Fusarium solani presenta una multiplicidad de enzimas hidroliticas
debido que en las tres fracciones presentaron actividad xilanolitica. Por otra parte,
en el procesamiento de polisacaridos se requiere de enzimas con pesos
moleculares pequefios ya que tienen una mayor capacidad de difusion a través de
los poros del material lignocelulésico, romper enlaces glicosidicos en regiones
inaccesibles y asi desestabilizar las fibras del polisacérido presente en la pared
celular (Polizeli et al., 2005). En el fraccionamiento cromatogréafico anionico, la
enzima no interacciond con la resina de intercambio anionico y eluyo en las primeras
fracciones antes de afiadir el gradiente de concentracién de NaCl con una actividad
especifica de 8,86 U/mg. Kocabas y colaboradores (2014) llevaron a cabo la
purificacion de una xilanasa del hongo Scytalidium thermophilum ATCC 16454, uno
de los pasos de enriguecimiento de la enzima corresponde a una fraccionamiento
cromatografico anidnico. La enzima no interaccioné con la resina y eluy6 en las
primeras fracciones. Asimismo, Badal y colaboradores (2001) llevaron a cabo la
purificacion de una xilanasa extracelular de Fusarium proliferatum, utilizaron una
columna de intercambio anionico DEAE Bio-Gel A y observaron que la proteinas
con actividad xilanolitica no interaccioné con la resina y eluyé en las primeras

fracciones antes de iniciar el gradiente de concentracion de NacCl.

Las fracciones que presentaron mayor actividad xilanolitica obtenidas en la
cromatografia de intercambio anidnico se fraccionaron en una columna de

intercambio catidnico, la enzima de interés interacciond con la resina cationica y
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eluyd al adicionar el gradiente de concentracion de NaCl 0,2 M con una actividad
especifica de 46,75 mg/mL. Sin embargo, éstas fracciones presentaron una
actividad total de 2,34 U, mientras que la actividad total del extracto crudo es de 8
668,42 U. En consecuencia, la actividad total disminuyé debido a la pérdida de una
multiplicidad de enzimas que actlan de manera sinérgica en la hidrolisis de la xilana
(Cantarel et al., 2008). Un resultado similar reporté Heinen y colaboradores (2014)
llevaron acabo la purificacibn de una xilanasa producida por Fusarium
heterosporum. Uno de los pasos que se utilizd en el enriquecimiento de la enzima
corresponde a un fraccionamiento cromatografico cationico. La enzima con
actividad xilanolitica interaccion6 con la resina y eluy6 al adicionar el gradiente de

concentracion de NaCl 75 mM.

En base a un disefio de superficie respuesta se determinaron el pHy la temperatura
optima de la enzima. Los resultados demuestran que a un pH de 7 y una
temperatura de 45 °C son las condiciones optimas de la enzima en el que presenta
mayor actividad enzimatica. Por lo tanto, a estas condiciones la velocidad de la
reaccion es maxima, ya que a determinado pH las cargas de los residuos de los
aminoé&cidos que participan en el sitio activo estan en condiciones Optimas para
llevar acabo la actividad catalitica sobre la xilana. Sin embargo, a valores de pH
demasiado &cidos o alcalinos que no sean los Optimos no solamente esta
modificado el sitio activo, si no la estructura terciaria de toda la molécula se
encuentra alterada por lo que la actividad xilanolitica disminuye. Por consiguiente,
son parametros bioguimicos importantes en la industria, ya que requieren enzimas
gue sean activas a pH de 5-9, temperaturas de 40-80 °C (Polizeli et al., 2005).
Sandrim y colaboradores (2004) llevaron a cabo la purificacion de una xilanasa
extracelular de Aspergillus caespitosus, presentaron una temperatura y pH optimo
de 50-55 °Cy 6,5-7,0.
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CONCLUSION

La xilanasa enriquecida de Fusarium solani (KP137443) es mesoestable, exhiben
un comportamiento Michaeliano, especificidad por xilana de madera de haya y
persiste al tratamiento con iones divalentes. Por ello, la xilanasa enriquecida es
candidata para degradar xilanas en procesos que utilicen temperaturas maximas

de 50 °C, pH de 7 y con débil fuerza idnica.

35



BIBLIOGRAFIA

Alvarez Navarrete, M., Reyna Lépez , G., Flores Garcia, A., Lépez Gomez,, R., &
Martinez Pacheco, M. (2005). Selection and molecular identification of
fungal isolates that produce xylanolytic enzymes. Genetics and Molecular
Research, 8100-16.

Anthony, T., Raj, K., Rajendran, A., & Gunasekaran, P. (2003). High molecular
weight cellulase-free xylanases from alkali-tolerant Aspergillus fumigatus
AR1. Enzyme Microb Technol, 32:647-654.

Beg, Q. K., & Mahajan, L. H. (2001). Microbial xylanases and their industrial
applications: a review. Applied Microbiology and Biotechnology, 56: 326—
338.

Boraston, A., Bolam, D., Gilbert, H., & Davie, G. (2004). Carbohydrate-binding

modules: fine-tuning polysaccharide recognition. Biochem. J, 382: 769-78.

Burgess, R. R. (2009). Chapter 20 Protein Precipitation Technique. Methods in
Enzymology, 463: 331-342.

Cantarel, B., Coutinho, P., Rancurel, C., Bernard, T., Lombard, V., & Henrissat, B.
(2008). The Carbohydrate-Active Enzymes database (CAZy): an expert
resource for. Nucleic Acids Res, 37: D233—-238.

Collins, T., Gerday, C., & Feller, G. (2005). Xylanases, xylanase families and
extremophilic xylanases. FEMS Microbiology Reviews, 29: 3-23.

Flores, M., Perea, M., Rodriguez, O., Malvaez, A., & Huitron, C. (1996).
Physiological studies on induction and catabolic repression of B-xylosidase
and endoxylanase in Streptomyces sp. CH-M-1035. J Biotechnol, 49:179—
187.

Ghose, T. K. (1987). Measurement of cellulase activities. Pure and Applied
Chemistry, 59: 257-268.

36



Gutiérrez-Rojas, |., Moreno-Sarmiento, N., & Montoya, D. (2013). Mechanisms and
regulation of enzymatic hydrolysis of cellulose in filamentous fungi: Classical
cases and new models. Revista Iberoamericana de Micologia, 32:1-12.

Howard, R., Abotsi, E., Jansen van Rensburg , E., & Howard, S. (2003).
Lignocellulose biotechnology: issues of bioconversion and enzyme
production. African Journal of Biotechnology, 2: 602-619.

Hrmova M, Petrakova, E., & Biely , P. (1991). Induction of cellulose- and xylan-
degrading enzyme system in Aspergillus terreus by homo- and
heterodisaccharides composed of glucose and xylose. J Gen Microbiol ,
137:541-547.

Inmaculada, J., de la Rosa, O., Navas-Cortés, J. A., Jiménez-Diaz, R. M., & TENA,
M. (2005). Extracellular xylanases from two pathogenic races of Fusarium
oxysporum f. sp. ciceris: enzyme production in culture and purification and
characterization of a major isoform as an alkaline endo-3-(1,4)-xylanase of
low molecular weight. Antonie van Leeuwenhoek, 88: 49-59.

Khasin, A., Alchanati, I., & Shoham, Y. (1993). Purification and characterization of
a thermostable xylanase from Bacillus stearothermophilus. Applied and
Environmental Microbiology, 59: 1725-1730.

Kocabas, D. S., Guder, S., & Ozben, N. (May 2015). Purification strategies and
properties of a low-molecular weight xylanase and its application in
agricultural waste biomass hydrolysis. Journal of Molecular Catalysis B:
Enzimatic, 115: 66-75.

Kumar, P., Eswaramoorthy, S., Vithayathil, P., & Viswamitra, M. (2000). The
Tertiary Structure at 1,59 A resolution and the proposed amino acid
seqguence of a family-11 Xylanase from the thermophilic fungus

Paecilomyces varoti Bainier. Journal of Molecular Biology, 295: 581-593.

Laemmli, U. K. (1970). Cleavage of structural proteins during the assembly of the
head of bacteriophage T4. Nature, 227: 680-685.

37



Lee, D.-S., Wi, S.-G,, Lee, Y.-G,, Cho, E.-J., Chung, B.-Y., & Bae, H.-J. (2011).
Characterization of a New a-L-Arabinofuranosidase from Penicillium sp.
LYG 0704, and their Application in Lignocelluloses Degradation. Mololecular
Biotechnology, 49: 229-239.

Lowry, O., Rosebrough, N., Farr, A., & Randall, R. (1951). Protein measurement
with the folin phenol reagent. Journal of Biological Chemistry, 193: 265-275.

Miller, G. L. (1959). Use of DNS for determination of reducing sugar. Analytical
Chemistry, 31: 426-428.

Polizeli, M. L., Rizzatti, A., Monti, R., Terenzi, H., Jorge, J., & Amorim, D. (2005).
Xylanases from fungi: properties and industrial applications. Applied

Microbiology and Biotechnology, 67: 577-591.

Pollet A. Delcour, J., & Courtin, C. (2010). Structural determinants of the substrate
specificities of xylanases from different glycoside hydrolase families. Crit
Rev Biotechnol, 30: 176-191.

Rizzatti ACS, Sandrim, V., Jorge , J., Terenzi, H., & Polizeli , M. (2004). Influence
of temperature on the properties of xylanolytic enzymes of the
thermotolerant fungus Aspergillus phoenicis. J Ind Microbiol Biotech ,
31:88-93.

Saha, B. C., & Demirjian, D. (2002). Production, purification and properties of
xylanase from a newly isolated Fusarium proliferatum. Process
Biochemistry, 37: 1279-1284.

Saha, B. C., & Demirjian, D. (2001). Xylanase from a newly isolated Fusarium
verticillioides Capable of utilizing corn fiber xylan. Applied Microbiol
Biotechnol, 56:762—766.

Takahashi, Y., Kawabata, H., & Murakami, S. (2013). Analysis of functional
xylanase in xylan degrdation by Aspergillus niger E-1 and characterization
of the GH family 10 xylanase XynVII. Springer Open Journal, 2:447.

38



Valte, R. D., & Archana, R. (2013). Purification, characterization and application of
xylanase produced from Aspergillus foetidus MTCC4898 by solid state
fermentation. . International Journal of Pharma Bioscience and Tecnology, 1
: 83-88.

Wong K.K. Tan, L., & Saddler, J. (1988). Multiplicity of B-1,4-xylanases in
microorganisms: functions and applications. Microbiol Rev, 52: 305-317.

39



