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Resumen

La pared celular vegetal estd compuesta principalmente por celulosa, lignina y
hemicelulosas. Lashemicelulosas sonheteropolisacaridosquese encuentran en la
interfazcelulosa-lignina, siendo el xilano la mas abundante de ellas. Este se degrada en
la naturalezaprincipalmente por la accion de las enzimas endo-1,4-3-D-xilanasas (EC
3.2.1.8), las cuales rompen los enlaces B-1,4-glicosidicosentre las unidades de D-
xilosa, mediante dos mecanismos de accion de retencion o inversion de la
configuracion del carbono anomérico.Las endo-1,4-B-D-xilanasas son enzimas que se
clasifican dentro de la familia de las glucohidrolasas(GH), destacando aqui las familias
GH10 y GH11, ya que son las enzimas que presentan una mayor especificidad sobre el
sustrato (xilano) y tienen una mayor actividad catalitica. Estas enzimas tienen
aplicaciones en varias industrias, como por ejemplo, alimentos y bebidas, detergentes,
textil, biocombustibles y pulpa y papel. Pero para poder ser eficientes en estas
industrias las xilanasas deben ser capaces de resistir condiciones extremas de
temperatura vy pH, y es aqui donde encontrar xilanasasprovenientes de
microorganismos termofilos es fundamental. La importancia de las enzimas
termoestables radica en que pueden aumentar la solubilidad del sustrato y del
producto, reducen los tiempos de hidrdlisis entre otras caracteristicas que las hacen
mas atractivas y ventajosas que las enzimas que provienen de microorganismos
mesofilos.Delas fuentes de obtencion microbiana de xilanasas destacan los
microorganismos termofilos capaces de crecer en temperaturas entre 50°C y 80°C, o
mayores en el caso de los extreméfilos, y capacesde producir xilanasas termoestables,
como son bacterias, hongos y arqueas.Debido a la dificultad de cultivo de los
microorganismos termofilos (o extremofilos) y a la necesidad de aumentar los
rendimientos y propiedades de estabilidad de las xilanasas con fines industriales, surge
la necesidad de recurrir a mejoras biotecnolégicas a través del uso de técnicas como el
ADN recombinante y laingenieria de proteinas.Dentro de este contexto, el objetivo de
este seminario es revisar los ultimos avances en el conocimiento sobre las familias de
xilanasas y sus mecanismos de accion, con un enfoque en aguellas provenientes de
microorganismos termofilos, la expresion heredloga y su importancia en diferentes

aplicaciones industriales.

Palabras claves: endo-xilanasa, extremofilos, familia GH11, hemicelulosa, xilanasa

recombinante.



Abstract

The plant cell wall is composed mainly of cellulose, lignin, and hemicelluloses.
Hemicelluloses are heteropolysaccharides found in the cellulose-lignin interface, with
xylanbeing the most abundant of them. This is mainly degraded in nature by the action
of the enzymes endo-1, 4-B-D-xylanases (EC 3.2.1.8), which break the 3-1,4-glycosidic
bonds between the D-xylose units through two mechanisms of action, retention or
inversion of the anomeric carbon configuration. Endo-1,4-B-D-xylanases are enzymes
classified within the family of glucohydrolases (GH), highlighting here the families GH10
and GH11, since they are the enzymes that present greater specificity on the substrate
(xylan) and have greater catalytic activity. These enzymes have applications in several
industries, such as food and beverages, detergents, textiles, biofuels and pulp and
paper. However, to be efficient in these industries, xylanases must be able to resist
extreme conditions of temperature and pH, and this is where finding xylanases from
thermophilic microorganisms is essential. The importance of thermostable enzymes lies
in their ability to increase the solubility of the substrate and the product, and reduce
hydrolysis times, among other characteristics that make them more attractive and
advantageous than the enzymes from mesophilic microorganisms. Among the sources
of microbial xylanases, thermophilic microorganisms capable of growing in
temperatures between 50°C and 80°C, or higher in the case of extremophiles, and of
producing thermostablexylanases, such as bacteria, fungi, and archaea, stand out. Due
to the difficulty of cultivating thermophilic (or extremophilic) microorganisms and the
need to increase yields and stability properties of xylanases for industrial purposes, the
need arises to resort to biotechnological improvements using techniques such as
recombinant DNA and protein engineering. In this context, the aim of this seminar is to
review the latest advances in knowledge about the families of xylanases and their
mechanisms of action, focusing on those from thermophilic microorganisms, the

heterologous expression and their importance in different industrial applications.

Keywords: endo-xylanase, extremophiles, GH11 family, hemicellulose, recombinant

xylanase.



1.- Introduccién

Las maderas blandas y maderas duras difieren en su composicion y estructura. En las
maderas duras hay una gran cantidad de vasos y células de parénquima, y son mas
densas en comparacién con las maderas blandas. Las maderas duras tienen una
mayor proporcién de celulosa, hemicelulosas y extractivos en comparacion con las
maderas blandas, pero estas Ultimas tienen un mayor contenido de lignina (Demirbas
2009).

Entre los componentes de la madera la celulosa existe como un homopolimero no
ramificado, que confiere soporte estructural a la madera y es el componente principal
de la pared celular vegetal (Bajpai 2020). Otro componente importante de la madera es
la hemicelulosa, que a diferencia de la celulosa, es muy heterogénea en su
composicion quimica (Bajpai 2016). La hemicelulosa es un heteropolimero de
naturaleza ramificada, que consta de azucares de 5 carbonos (C) del tipo pentosas (ej.:
xilosa, arabinosa) y azucares de 6C del tipo hexosas (ej.: glucosa, galactosa, manosa),
de las cuales la xilosa es la mas abundante (Srivastava et al. 2020).En la naturaleza, el
xilano es la hemicelulosa mas abundante que comprende residuos de [B-D-
xilopiranésido unidos por enlaces -D-1,4-glicosidicos (Beg et al. 2001). La presencia
de xilano es predominante en la pared celular secundaria, junto con la celulosa y la
lignina, y por lo tanto es el componente polimérico prominente de la pared celular
(Kulkarni et al. 1999). Este polisacarido es el mas comun en las paredes celulares de
las plantas terrestres y se encuentra en mayores cantidades en las maderas duras de
angiospermas (15 - 30% del contenido de la pared celular) y en menor abundancia en
maderas blandas de gimnospermas (7 - 12%) (Haltrich et al. 1996). El xilano, la lignina
y la celulosa estan unidos a través de enlaces covalentes y no covalentes que forman
la estructura de la pared celular, donde el xilano esta presente en la interfaz de la
lignina y la celulosa y dicha posicion se considera muy importante para mantener la
integridad de la pared celular y para la cohesion de las fibras (Beg et al. 2001).La
degradacion del polimero de xilano en la naturaleza se produce mediante la accion
coordinada y sinérgica de enzimas xilanoliticas como las endo-1,4-B-xilanasas, que
escinden el esqueleto del xilano en xilooligosacaridos mas pequefios, reduciendo el
grado de polimerizacion del sustrato, y B-xilosidasas, que escinden los

xilooligosacéaridos en residuos de D-xlosa (Heinen et al.2017). Las enzimas



xilanoliticas pueden ser producidas por muchos microorganismos incluidas bacterias,

levaduras y hongos filamentosos (Fan et al. 2012; Le y Wang 2014).

Las endo-1,4-B-D-xilanasas y las B-xilosidasas son enzimas pertenecientes a las
familias proteicas de las glucohidrolasas (GH) (Srivastava et al. 2020).Estas enzimas
no solo desempefan un papel importante en los organismos vivos, sino también en
diversas industrias que las incluyen en sus procesos productivos, como son las
industrias de lacteos, detergentes, alimentos y bebidas, biocombustibles y pulpa y
papel (Garg 2016). La aplicacion industrial de enzimas xilanoliticas exige que éstas
sean capaces de resistir las severas condiciones de trabajo tales como ambientes muy
acidos o alcalinos y temperaturas elevadas. Las xilanasas alcalinas por ejemplo, son
ampliamente requeridas para el blanqueo de pulpa Kraft, mientras que las xilanasas
preferidas en la alimentacion avicola deben ser activas en condiciones de pH acido o
neutro, que corresponden a las condiciones predominantes en el intestino (Chadha et
al. 2019). Es por esto que la bioprospeccion de xilanasas termoestables, considerando
también los 6ptimos de pH y de temperatura, son los principales criterios a evaluar para
su aplicacion industrial, ademas de la resistencia a proteasas y iones metalicos, entre
otros (Chadha et al. 2019). Dentro de este contexto, es fundamental encontrar
xilanasas provenientes de organismos extreméfilos, especificamente termofilos, ya que
son de gran utilidad en diversas industrias. Los microorganismos terméfilos son fuentes

naturales de enzimas con mayor estabilidad a altas temperaturas (Basit et al. 2018 a).

Las xilanasas termoestables pueden ser ventajosas para diversas practicas industriales
ya que las altas temperaturas aumentan la solubilidad del sustrato y del producto,
reducen los tiempos de hidrolisis y la viscosidad del sustrato y minimizan el riesgo de
contaminacién microbiana (Badieyan et al. 2011). Entre los microorganismos termofilos
hay tres grupos principales que se destacan por la produccion de xilanasas
termoestables: las bacterias, las arqueas y los hongos filamentosos (Basit et al. 2018
a). De estos grupos de microorganismos la mayoria produce xilanasas pertenecientes a
las familias G10 y G11, que son las familias que tienen una mayor eficiencia catalitica y
un mayor rango de temperatura y pH de reaccion. Las xilanasas de estas dos familias a
menudo exhiben propiedades termofilicas que las hacen mas adecuadas para

aplicaciones industriales (Zheng et al. 2011).

El objetivo del presente seminario bibliografico es revisar los ultimos avances en el

conocimiento sobre las familias de xilanasas y sus mecanismos de accién, con un



enfoque en aquellas provenientes de microorganismos terméfilos, su expresion

heterologa e importancia en diferentes aplicaciones industriales.
2.- Componentes de la pared celular

La biomasa vegetal se compone principalmente de tres polimeros: celulosa,
hemicelulosas vy lignina (Fig. 1), junto con menores cantidades de pectinas, proteinas,
extractivos y cenizas. La composicion de estos componentes puede variar de una
especie vegetal a otra (Bajpai 2016), e incluso las proporciones dentro de una misma
planta pueden variar con la edad, etapa de crecimiento y otras condiciones. Estos
polimeros se asocian entre si en diferentes grados formando una heteromatriz, y con
una composicion relativamente variable segun el tipo, la especie e incluso la fuente de
la biomasa (Carere et al. 2008). La celulosa es el componente principal de la pared
celular vegetal y esta presente tanto en forma cristalina como amorfa. La celulosa
cristalina altamente ordenada corresponde a la mayor proporcion de la celulosa,
mientras que un pequefio porcentaje de cadenas desorganizadas forman la celulosa
amorfa. La celulosa en su forma amorfa es mas susceptible a la degradacion
enzimatica que las regiones cristalinas (Bajpai 2016). Otros componentes de la pared
celular son las hemicelulosas o poliosas, las cuales son una clase de polimeros
basados en azucares del tipo pentosas y hexosas, 0 combinaciones de ambos, en los
gue el xilano es el polisacarido mas abundante entre los constituyentes hemicelulésicos
(Heinen et al. 2017). En cuanto a la lignina,estaes un polimero de naturaleza fendlica y
estructura compleja que se encuentra en las paredes celulares de las plantas
vasculares, principalmente en las paredes secundarias engrosadas de los vasos del
xilema y las traqueidas y en las fibras del esclerénquima y del xilema (Terret y Dupre
2019). La lignina ha sido identificada como una importante barrera para la hidrolisis
enzimatica de la biomasa lignocelulésica debido a su estrecha asociacién con las
microfibrillas de celulosa (Avgerinos y Wang 1983). La digestibilidad de la biomasa
lignocelulésica aumenta con la disminucion de lignina en la pared celular (Chang vy
Holtzapple 2000).



Figura 1.Representacion de la estructura de los principales componentes de la

biomasa lignocelulosica (Yousuf et al. 2020).

2.1.- Hemicelulosas o Poliosas

Las hemicelulosas o poliosas pueden definirse como los polisacaridos mas abundantes
en la pared celular vegetal (10-30 %) después de la celulosa. Estan presentes en la
pared celular de las plantas en estrecha asociacion con la celulosa y la lignina para
contribuir a su rigidez (De Freiras et al. 2019). Las hemicelulosas son
heteropolisacaridos que incluyen xiloglucanos, xilanos, mananos, glucanos vy
glucomananos (Scheller y Ulvskov 2010). Las hemicelulosas tienen un peso molecular
menor en comparacion con la celulosa y presentan cadenas laterales cortas que se
hidrolizan facilmente (Saha 2003), con un grado de polimerizacion que varia entre 100-
200. La estructura de estos polisacaridos y su abundancia varian ampliamente entre
diferentes especies vegetales (Scheller y Ulvskov 2010). Por lo general, contienen una
columna vertebral que consta de unidades monoméricas de azlcares que se repiten
enlazadas por uniones del tipo p-(1 — 4)-glicosidicos con puntos de ramificacion en
posicion a-(1 — 2), a-(1— 3) y/o a-(1— 6) (Rowell et al. 2012). Ademas, las
hemicelulosas pueden tener cierto grado de acetilacion, como por ejemplo en el caso

de los heteroxilanos (Bajpai 2020).



Los xiloglucanos son las hemicelulosas mas abundantes en las paredes primarias de
los espermatofitos, excepto en las gramineas (Scheller y Ulvskov 2010). El patron de
ramificacion de los xiloglucanos es de importancia tanto funcional como taxonémica.
Los xiloglucanos estan hechos de unidades repetitivas de glucosa que estan unidos por
enlaces B-(1 — 4)-glucosidicos y con insercion de D-xilosa en las cadenas laterales
mediante enlaces a-(1— 6) (Fry et al. 1993). Los xiloglucanos menos ramificados son
menos solubles y esto puede correlacionarse con aspectos funcionales en aquellas

familias con xiloglucanos poco sustituidos (Scheller y Ulvskov 2010).

En cuanto a los mananos y glucomananos también presentan enlacesdel tipo B- (1—
4)-glucosidicos, con una columna vertebral que puede consistir exclusivamente de
manosa, como en el caso de mananos y galactomananos, o con manosa y glucosa en
un patron no repetitivo como en el caso de glucanos y galactoglucomanos. En las
gimnospermas, los galactoglucomananos son los componentes principales de las

paredes secundarias (Scheller y Ulvskov 2010).

Los xilanos son un grupo diverso de hemicelulosas con la caracteristica comun de una
cadena principal de residuos de D-xilosa enlazados en posicion B-(1—4). Una
modificacidon comun de los xilanos es la sustitucion con residuos de glucuronopiranosil
y 4-O-metil-D-glucuronopiranosil enlazados en posicion a-(1—2). Los xilanos con
predominio de este tipo de sustitucion se conocen como glucoronoxilanos y son los que
se encuentran mayoritamente en las maderas duras (15-30%) de peso seco, aunque su
porcentaje varia dependiendo de la especie de madera dura (Peng et al. 2012). En las
maderas blandas, las hemicelulosas mas abundantes son los galactoglucomananos
parcialmente acetilados, que estan compuestos por unidades de D-glucopiranosa y D-
manopiranosaunidas mediante enlaces B-(1—4), distribuidas al azar en la cadena
principal. Los galactoglucomananos representan del 10 al 25% del total de
hemicelulosas que se encuentran en las maderas blandas y pueden constituir hasta el
10% en peso seco de la madera (Peng et al. 2012).Enlas maderas duras, la principal
hemicelulosa es el O-acetil-4-O-metilglucurono-B-D-xilano o glucuronoxilano (Fig. 2),
cuyos residuos de D-xilosa se encuentran acetilados en posicion C2 y C3 alrededor del
70% (Girio et al. 2010). Este polisacéarido consta generalmente de 150-200 residuos de
D-xilopiranésido, y a cada diez residuos aparece un residuo de 4-O-metil-D-
glucuronopiranosil, lo que les confiere solubilidad parcial en agua (Coughlan vy

Hazlewood 1993). Los glucuronoxilanos son la principal hemicelulosa de las maderas



duras, como el alamo temblon (Populus tremula), abedul (Betula pendula) y haya

(Fagus sylvatica).
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Figura 2. Estructura molecular parcial (a) y representacion de la estructura (b) de O-

acetil-4-O-metilglucuronoxilano presente en maderas duras (Rowel et al. 2012).

3.- Enzimas xilanoliticas

Debido a la heterogeneidad y la compleja naturaleza quimica del xilano, su hidrélisis
completa requiere la accion de varias actividades enzimaticas que actian de manera
cooperativa y sinérgica para convertir el xilano en los azlicares monoméricos de origen
(Bajpai 2014; Srivastava et al. 2020). Estas enzimas tienen diversas especificidades y
modos de accion (Bajpai 2014), donde algunas estan encargadas de actuar sobre la
cadena principal del sustrato y otras sobre las cadenas laterales o ramificaciones. Las
enzimas responsables de la hidrdlisis del xilano, son conocidas genéricamente como
‘enzimas xilanoliticas” o “xilanasas”, pertenecen a la familia de las glucohidrolasas
(GH) y suelen estar compuestas por varias enzimas hidroliticas como son: endo-1,4-3-
D-xilanasas (EC 3.2.1.8), 3-D-xilosidasas (EC 3.2.1.37), a-L-arabinofuranosidasas (EC
3.2.1.99), a-glucoronidasas (EC 3.2.1.139) y acetil-xilanoesterasas (EC 3.1.1.6) (Fig.
3).

Las endo-1,4-B-D-xilanasas, comunmente conocidas como xilanasas, actian sobre los
enlaces glicosidicos de la columna vertebral del xilano, en tanto que la o-L-
arabinofuranosidasahidroliza las cadenas laterales de arabinosa, la acetil-
xilanoesterasaelimina los grupos acetilos, y la a-glucuronidasahidroliza los enlaces a-
(1,2)-glicosidicos entre residuos de xilosa y acido glucurénico o acido 4-O-metil-D-

glucurénico en glucuronoxilano y/o glucuronoarabinoxilano. Las feruloilesterasas (EC



3.1.1.73) y las esterasas del acido p-cumarico (EC 3.1.1.x) escinden los enlaces éster
entre los residuos de &cido ferulico y L-arabinosa y los residuos de &cido p-cumarico y
L-arabinosa de xilano, respectivamente. Finalmente, las p-D-xilosidasas actdan
hidrolizando xilobiosa o xilooligosacaridosa partir del extremo no reductor, hasta
unidades de D- xilosa (Wong et al. 1988).
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Figura 3. Representacion del polimero de xilano mostrando los puntos de ataque por
las diferentes enzimas xilanoliticas para su completa hidrdlisis hasta xilosa (Bhardwaj et
al. 2019).

3.1.- Mecanismos de accion de Xilanasas

Las endo-1,4-B-D-xilanasas (1,4-B-D-xilanoxilohidrolasa; EC 3.2.1.8) son las enzimas
mas importantes en la degradacion del xilano. Estas enzimas rompen los enlaces
glucosidicos en la columna vertebral del xilano y reducen el grado de polimerizacion del
sustrato (Bajpai 2014). El xilano no es atacado al azar, sino que los enlaces
seleccionados para la hidrdlisis dependen de la naturaleza de la molécula del sustrato
(Liab et al. 2000), es decir, de la longitud de la cadena, del grado de ramificacion y de
la presencia de sustituyentes (Bajpai 2014). En general, las endo-1,4- - D-xilanasas

no hidrolizan la xilobiosa y la hidrdlisis de la xilotriosa es en la mayoria de los casos
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insignificante o al menos limitada (Heinen et al. 2017). Tanto la longitud como el tipo de
productos liberados dependen del modo de accion de cada xilanasa (Bajpai 2009), pero
en general los principales productos de la hidrélisis son inicialmente oligémeros de B-D-
xilopiranosil, pero en etapas posteriores, moléculas pequefias como mono-, di- y

trisacaridos de 3-D-xilopiranosil.

En cuanto al mecanismo de accion utilizado por estas enzimas se sabe que hidrolizan
el xilano rompiendo los enlaces glucosidicos mediante un mecanismo catalitico de
inversion o retencion, en el que el carbono (C) anomérico esta invertido o conserva su
configuracion estereoquimica, respectivamente (Lombard et al. 2014). En aquellas
xilanasas que catalizan la hidroélisis del xilano con retencion de la configuracion
anomerica, estan implicados dos residuos de glutamato (Glu) del sitio catalitico (Motta
et al. 2013) y un mecanismo de doble desplazamiento, con formacion de un
intermediario a-glicosil y un iénoxo-carbonium de la enzima (Fig. 4) (Bhardwaj et al.
2019; Motta et al. 2013). Un grupo acido carboxilico del Glu actia como catalizador
acido, protonando el sustrato mientras que el segundo grupo realiza un ataque
nucleofilico, que da como resultado la formacion del intermedio a-glicosil de la enzima
(inversion de B a a) (Motta et al. 2013; Bhardwaj et al. 2019). Enseguida, un grupo
carboxilato actia como una base extrayendo un proton de una molécula de agua
nucleofilica que ataca al C anomérico, dando como resultado un nuevo cambio en la
configuracion del C (inversion de a a B), a través de un estado de transicion de oxo-
carbonium de la enzima (Fig. 4 A, Fig. 5) (Motta et al. 2013; Collins et al. 2005;
Lombard et al. 2014).
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Figura 5. Modelo hipotético del mecanismo catalitico de las xilanasas que actian con

doble desplazamiento y retencion de la configuracion del C anomérico (Heinen et al.

2017).

En el mecanismo de accion de xilanasas con inversion del C anomeérico participan

residuos de Glu y aspartato (Asp) del sitio catalitico (Collins et al. 2005; Bhardwaj et al.

2019). En este mecanismo de accién hay un desplazamiento Unico, en donde solo un
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grupo carboxilato actia como catalizador acido (Fig. 4 B) (Bhardwaj et al. 2019). Aqui
la enzima también actla sobre una molécula de agua nucleofilica que ataca el C
anomerico, rompiendo el enlace glucosidico, con inversion en la configuracion del C
(Collins et al. 2005; Motta et al. 2013; Lombard et al. 2014).

3.2.-Familias de xilanasas

Las endo-1,4-B-xilanasas se han clasificado con base en al menos tres criterios: (1)
peso molecular y punto isoeléctrico, (2) estructura cristalina y (3) propiedades
cataliticas y cinéticas (Bhardwaj et al. 2019). Sin embargo, esta clasificacion presenta
problemas, ya que no siempre las xilanasas producidas por una variedad de
organismos pueden agruparse con facilidad en una u otra categoria. Como un avance
al sistema de clasificacion Henrissat y Coutinho (2001) hicieron una clasificacion que
donde se incluye la estructura primaria, comparacion del dominio catalitico con
caracteristicas mecanicas como la cinetica, la propiedad catalitica, la especificidad del
sustrato y la descripcion del producto y colocaron las enzimas en familias que tienen
secuencias relacionadas. La informacién disponible sobre estas enzimas se encuentra

en Carbohydrate-active enzyme CAZY (http://www.cazy.org/), la cual es una base de

datos actualizada periodicamente y contiene informacion genomica, estructural vy
funcional de estas enzimas como miembros de la familia de las glucohidrolasas (GH)
(Motta et al. 2013).

Las familias que incluyen xilanasas en esta plataforma son las GH5, GH7, GH8, GH9
GH10, GH11 GH12, GH16, GH26, GH30, GH43, GH44, GH51, GH52, GH62, GH98,
GH115, GH116, GH120 y GH140. De éstas, las enzimas que pertenecen a las familias
GH 5,7,8,10,11 y 43 muestran un dominio catalitico distintivo y presentan actividad de
endo-1,4-B-D-xilanasa, a diferencia de las enzimas pertenecientes a las familias GH
16,51 y 62 que muestran dos dominios cataliticos y por lo tanto son bifuncionales. El
resto de las enzimas que se clasifican en las familias GH 9,12,26,30,44,98 y 115 tienen
una actividad de xilanasa secundaria o residual, es decir que no rompen los enlaces [3-
1,4 del xilano, y pueden presentar actividad de endoglucanasa (Collins et al. 2005;
Motta et al. 2013). Por otro lado, las xilanasas de las familias GH 5, 7, 8, 10, 11 y 43
difieren en sus propiedades fisicoquimicas, estructura, especificidad por sustrato y
modo de accion (Taibi et al. 2012). Generalmente, su modo de accion da como

resultado la liberacion de productos con retencion (familias GH 5, 7, 10 y 11) o


http://www.cazy.org/
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inversion (familias GH 8 y 43) de la configuracién del C anomeérico del sustrato (Collins
et al. 2005; Motta et al. 2013; Heinen et al. 2017).

Basado en el andlisis de agrupamiento hidrofébico de los dominios cataliticos junto con
estudios de similitudes de secuencias de aminoécidos, las xilanasas se han clasificado
principalmente como GH 10 y GH 11 (Verma y Satyanarayana 2012). Las propiedades
cataliticas de las familias GH 10 y GH 11 se han estudiado ampliamente porque estas
enzimas tienen actividad de endo-1,4-B-xilanasas y son las responsables de hidrolizar
la columna vertebral del xilano, por lo tanto son las que tienen un mayor interés
industrial. Ademas, estas familias muestran una mayor eficiencia catalitica, un mayor
rango de temperatura y pH de accion, y la mayoria de las xilanasas que provienen de
microorganismos mesofilos o extremofilos producen xilanasas de estas familias (Basit
et al. 2018 a).

La familia GH 10 consta de endo- B-D- 1,4-xilanasas (EC 3.2.1.8), endo-1,3- B -
xilanasas (EC 3.2.1.32), tomatinasa (EC 3.2.1.-), xilano-endotransglicosilasa (EC2.4.2.-
) y endo-B-1,4-glucanasa (EC 3.2.1.4) (Coallins et al. 2005; CAZy), siendo las principales
enzimas de esta familia las endo-1,4-—D-xilanasas. Sin embargo, los estudios de
especificidad de sustrato han revelado que éstas pueden no ser completamente
especificas para el xilano y también pueden ser activas en sustratos de celulosa de
baja masa molecular (Biely 2003; Srivastava et al. 2020). Los miembros de la familia
GH10 pertenecen al clan GHA vy tienen una estructura de pliegue en barril (a/3) 8 TIM,
gue es una estructura conservada en las proteinas, y se denomina TIM porque se
descubrié por primera vez en una triosa fosfato-isomerasa. Esta estructura esta
formada por 8 laminas 3 y 8 a-hélices (Burton 2018), con bucles extendidos que crean
una hendidura catalitica que contiene de cuatro a siete subsitios de union a xilosa
(Pollet et al. 2010) (Fig. 6). La mayoria de las enzimas de esta familia presenta un peso
molecular superior a 30 kDa, pero hay estudios que muestran algunas con un bajo
peso molecular (< 30 kDa), con un punto isoeléctrico (pl) generalmente alcalino, en un
rango de 8,0-9,5 (Basit et al. 2018; Motta et al. 2013).
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Figura 6. Estructura tridimensional caracteristica de las xilanasas de la familia GH10
(Collins et al. 2005).

La familia GH11 consta solo de enzimas endo-3-D-1,4-xilanasas (EC 3.2.1.8) y endo-[3-
1,3 xilanasa (EC 3.2.1.32). Los miembros de esta familia muestran monoespecificidad
hacia su sustrato y actian exclusivamente sobre sustratos que contienen D-xilosa, por
lo que se consideran como "xilanasas verdaderas”(Collins et al. 2005). Las enzimas de
esta familia pertenecen al clan GHC, tienen un peso molecular bajo (< 30 kDa) y
valores de pl bajos (Alvarez-Cervantes et al. 2016). En comparacion con las enzimas
de la familia GH 10, esta familia tiene una menor versatilidad catalitica (Collins et al.
2005). Estas enzimas son mas activas sobre xilooligosacaridos con mayor grado de
polimerizacién. De hecho, se ha encontrado que tienen hendiduras de union al sustrato
mas grandes que las xilanasas de mayor peso molecular (Biely et al. 1997; Shrinivas et
al. 2010; Motta et al. 2013). La estructura tridimensional, compacta y globular, de esta
familia se denomina B-jelly-roll (Fig.7). El sitio activo esta en una hendidura larga que
abarca toda la molécula, y en el medio de la hendidura hay un sitio catalitico
compuesto por dos residuos de Glu que actian como nucledfilo y catalizador
acido/base (Basit et al. 2018 a).
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Figura 7. Estructura tridimensional caracteristica de las xilanasas de la familia GH 11
(Collins et al. 2005).

4.- Xilanasas producidas por microorganismos termofilos

Los microorganismos de ambientes extremos pueden soportar temperaturas bajas o
altas, elevadas concentraciones salinas y un rango de valores de pH extremos (2-11)
(Bassit et al. 2018 a). Para muchas aplicaciones industriales, las altas temperaturas de
trabajo en el rango de 60-90 °C, son de uso frecuente, asi como también condiciones
extremas de pH (Sani y Krishnaraj 2017). Por este motivo, disponer de catalizadores
biolégicos como xilanasas que puedan trabajar bajo estas exigentes condiciones es un
desafio biotecnologico que debe incluir la busqueda de microorganismos capaces de
producir enzimas eficientes para su uso en condiciones extremas o que puedan ser

manipulados para conseguir mejorarlos (los microorganismos y/o sus enzimas).

Existe una gran variedad de microorganismos productores de xilanasas, como hongos
filamentosos, levaduras, bacterias, actinomicetos, entre otros. De estos
microorganismos se han aislado algunos que son termofilos, los cuales crecen en una
temperatura 6ptima de entre 50°C y 80°C, y estan también los extremofilos o
hipertermoéfilos que crecen en temperaturas superiores a 80°C (Kumar et al. 2018 b).
Las xilanasas provenientes de estos microorganismos tienen gran importancia dado
gque se pueden utilizar en procesos industriales como el de pulpa y papel,
procesamiento textil, produccion de alimentos y raciones animales, biocombustibles,

entre otros. La mayoria de estos procesos industriales se realizan a temperaturas altas
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y rangos de pH extremos, por lo que obtener enzimas termoestables y estables en
condiciones alcalinas o 4cidas extremas a partir de microorganismos extremofilos es un
area de investigacion de gran interés desde el punto de vista de la tecnologia
enzimatica (Bassit et al. 2018 a). En la Tabla 1 se muestra una lista de xilanasas que
provienen de microorganismos termofilos e hiperterméfilos y sus caracteristicas

cinéticas principales.
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Tabla 1.Microorganismos termofilos e hiperterméfilos productores de xilanasas termoestables. Se destacan en gris las xilanasas

producidas por microorganismos hipertermofilos.

Fuente de  Especie Familia Temperatura 6ptima pH 6ptimo tae Referencia

GH (°C)
Bacteria Clostridiumthermocellum 10 60 n.i.t (Leggio et al. 1999)
Bacteria Caldicellulosiruptorsp. 10 75 6.6 (Ying et al.2013)
Bacteria Bacillusstearothermphilus 10 65 n.i. (Abou-Hachem et al.2003)
Bacteria Thermotogasp. 10 105 6.2 90min a 95°C (Wintherhalter et al. 1995).
Bacteria Caldicoprobacteralgeriensis. 11 70 11.0 (Ying et al.2013)
Bacteria Dictyoglomusthermophilum 11 80 -85 n.i. (Kumar et al.2018)
Bacteria Microcellaalkaliphila 10 65 8.0 (Kuramochi et al. 2016)
Bacteria Planococcussp. 10 70 7.0 (Huang et al.2015)
Bacteria Geobacillussp. 10 65 7.0 12 dias a 70°C (Mitra et al.2014)
Bacteria Actinomadurasp. 11 80 10.0 (Bassit et al.2018a)
Hongo Aspergillus niger 11 50 5.0 (Zheng et al.2013).
Hongo Paecilomycesthermophila 11 [ 7.0 (Fan et al.2012).
hongo Talaromycesthermphiles n.i 50 Nn.i 60 min a 100°C (Maleej et al. 2009)
Hongo Nonomuraea flexuosa 11 80-85 n.i. (Hakulinen et al . 2003)
Hongo Malbrancheacinnamomea 11 80 6.5 (Fan et al. 2014).
Hongo Thermomyceslanuginosus 6. 50-80 6.0 337 min a 70°C (Bassit et al., 2018a).
Arquea Pyrodictiumabyssi n.i. 95 6.0 (Andrade et al.2001).
Arquea Sulfolobussolfataricus 12 95 3.0 (Maurelli et al.2008).
Arquea Thermococcuszilligi n.i. 75 6.0 (Uhl y Daniel. 1999)
Arquea Thermofillumsp 3 95 515 (Li et al.2012)

'n.i.: No informado.
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4.1.- Importancia de xilanasas termoestables

La termoestabilidad de las enzimas es una caracteristica que se requiere en las
industrias para sus diferentes procesos. Por lo tanto, mejorar esta caracteristica en las
xilanasas es primordial, y una manera de lograr esto es mediante la ingenieria de
enzimas, la cual permite mejorar la actividad y la estabilidad de una enzima existente o

disefar una nueva enzima con determinadas propiedades (Singh et al.2017).

La mayoria de las xilanasas producidas por microorganismos termofilos pertenecen a
las familias GH 10 y GH 11(Chadha et al. 2019). Las xilanasas provenientes de
organismos mesdfilos y termofilos son similares segun lo indicado por estudios de
mutagénesis, andlisis de estructura cristalina y estudios de alineacion de secuencias
(Kumar et al. 2018 b). La elevada termoestabilidad de las xilanasas, estaria mas
relacionada con modificaciones estructurales menores en la cantidad de puentes de
hidrogeno y salinos, residuos superficiales cargados, elevado empaquetamiento
interno, e introduccion de puentes disulfuro, principalmente en los extremos C- o N-

terminales o en regiones de a-hélice (Kumar et al. 2018 b).

En general, la estabilidad de las enzimas a altas temperaturas es el resultado de
interacciones intermoleculares e intramoleculares (como enlaces puente de hidrogeno y
disulfuro), interacciones con unidades de union a carbohidratos y extremos C- y N-
terminales estabilizados (Basit et al. 2018 a). A través de estas interacciones, la region
N-terminal aumenta la estabilidad conformacional y previene la desestabilizacion de
proteinas a temperaturas mas altas (Cheng et al. 2014). Dado que las regiones
terminales de las proteinas son generalmente mas flexibles que otras partes de la
estructura, una mayor flexibilidad terminal puede mejorar el proceso de
desnaturalizacion y promover la agregacion irreversible (Basit et al. 2018 a). Por lo
tanto, la formacién de un enlace disulfuro aumenta el pKa superficial y los enlaces de
hidrégeno para estabilizar la estructura aleatoria N-terminal, que son los determinantes
clave para la actividad catalitica en condiciones de alta temperatura y también elevado

pH (Boonyapakron et al. 2017).

Las xilanasas termotolerantes son requeridas para un bioprocesamiento 6ptimo en las
industrias de pulpa y papel y en las biorrefinerias, donde las materias primas se
someten a un pretratamiento inicial a temperaturas elevadas. Como resultado, el uso
de enzimas termoestables elimina la necesidad de enfriar el sistema antes de la adicion

del biocatalizador, ahorrando asi cantidades significativas de tiempo y energia (Kumar
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et al. 2016). Ademas, las temperaturas de operacion mas altas, en general, mejoran la
solubilidad del sustrato y del producto, minimizan la resistencia a la difusién, y

minimizan el riesgo de contaminacién microbiana (Zarafeta et al. 2020).

Diversos estudios han demostrado resultados prometedores al utilizar ingenieria de
enzimas para aumentar la termoestabilidad de las xilanasas. En la Tabla 2 se muestran
algunos ejemplos de xilanasas modificadas por ingenieria de enzimas y los cambios

producidos en su termoestabilidad.
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Tabla 2.Técnicas de ingenieria de enzimas aplicadas para aumentar la termoestabilidad de xilanasas (modificada de Kumaret

al.2018).
Fuente de xilanasa Nombre de Familia Técnica Efecto producido Referencias
xilanasa GH aplicada
Penicillium canescens PcXylA GH10 Mutagenesissitio- Aumento de tiz2 entre 2-2,5 veces (Denisenkoet al.2017)
dirigida. a 50 -60°C
Thermoascus aurantiacus XynA GH10 Mutagenesissitio- Aumento de termoestabilidad de (De Souza et al. 2016).
CBMAI 756 dirigida 1,8-2,5veces a 70°C y de 2,6-2,8
a75°C
Orpinomyces sp.PC-2 Endo-B- GH11 Evolucion dirigida Aumento ti2 a 209, 33,2, 401y (Mattos et al. 2012).
1,4xilanasa mediante PCR 15,3 min a 60°C para los
propensa a errores mutantes M1,M2,M3y
M4, respectivamente,respecto al
tipo salvaje,con ty2 de 7,92 min a
60°C
Trichoderma reesei Xyn 2 GH11 Introduccion de dos Aumento de 2,5-1,8 veces en (Tanget al.2017).
enlaces disulfuro twza 60 °C
mediante mutagénesis
dirigida
Orpinomyces sp. PC-2 GH11 Eliminacion de 27 Promueve una mayor (Zandonadeet al.2018).
residuos de termoestabilidad y  actividad
aminoacidos del N- enzimética.
terminal.
Thermomyces lanuginosus XynA GH11 PCR propensa a 71% actividad residual a80°C (Stephens et al.2007)

errores.

durante 60 min
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5.-Xilanasas recombinantes

La rentabilidad, la facilidad de uso y el cuidado con el medio ambiente son factores que
justifican el uso de las enzimas como biocatalizadores en procesos industriales. Para
cumplir con ciertos requisitos industriales, una xilanasa ideal debe tener propiedades
especificas, como estabilidad en una amplia gama de valores de pH y temperaturas,
alta actividad catalitica, especificidad por el sustrato y resistencia a iones metalicos y a
reactivos quimicos. Sin embargo, la mayoria de las xilanasas reportadas no poseen
todas estas caracteristicas fisicoquimicas y funcionales requeridas por las industrias.
Ademas, las enzimas producidas de forma natural no son suficientes para abastecer la
demanda, debido principalmente a los bajos rendimientos y la incompatibilidad de los
procesos de fermentacion industrial estandar (Motta et al. 2013). Muchas veces, los
microorganismos productores de las enzimas de interés son muy exigentes en cuanto a
condiciones de fermentacion u otras veces no es posible cultivarlos en el laboratorio
por tratarse de extremofilos. En todos estos casos, se utilizan diferentes enfoques
biotecnolégicos para mejorar el rendimiento e impartir propiedades caracteristicas a la
enzima deseada. Estos enfoques muchas veces implican manipulacién genética como

mutagénesis dirigida y tecnologias de ADN recombinante (Bhardwaj et al. 2019).

Escherichia coli es el organismo procariota mas utilizado para expresar proteinas
recombinantes. Este huésped, como plataforma de expresion recombinante, tiene
multiples ventajas, tales como un rapido crecimiento en medios nutritivos de bajo costo,
técnicas simples requeridas para su transformacion, facil aislamiento y purificacion de
las enzimas expresadas (Basit et al. 2018 a). Sin embargo, E. coli no proporciona una
expresion heterdloga eficaz y funcional de muchas xilanasas (Heinen et al. 2017), lo
gue puede deberse a la aparicion repetitiva de codones raros y al requisito de
modificaciones de traduccion especificas (formacion de enlaces disulfuro vy
glicosilacion). Otro de los problemas importantes asociados con E. coli es la presencia
de endotoxinas (lipopolisacaridos) que hacen que el proceso de purificacion de
proteinas sea tedioso (Bhardwaj et al. 2019). Mhiri y colaboradores (2020) realizaron
expresion heteréloga de una xilanasa GH 10 XynBCA, proveniente de la bacteria Gram
(+) termdfila Caldicoprobacter algeriensis en E.coli BL21, y los resultados obtenidos
mostraron que la enzima se producia libre de celulasas, era activa en un amplio rango
de pH (3-10), con un pH 6ptimo a 6,5 y una temperatura 6ptima de 80°C. Los autores

realizaron ademdas un tratamiento de bioblanqueo con la enzima recombinante y
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demostraron que el tratamiento mejoraba la calidad del papel y a su vez disminuia el

uso de reactivos quimicos (Mhiri et al. 2020).

Las levaduras también se utilizan para expresar proteinas de manera heteréloga
debido a que son muy atractivas por la capacidad que tienen para realizar
modificaciones post-traduccionales y para crecer a elevadas densidades celulares, con
la capacidad de secretar enzimas en el sistema de fermentacion (Bhardwaj et al. 2019).
Una levadura de gran interés como sistema de expresion es Pichia pastoris, ya que
puede crecer a densidades celulares muy altas, heredar promotores fuertes y
estrictamente regulados y producir altos titulos de proteina recombinante (g/L), tanto de
forma intracelular como extracelular (Ahmad et al. 2014). Basit y colaboradores (2018
b) llevaron a cabo la clonacién de dos genes de xilanasa GH11, MYCTH_56237 y
MYCTH_49824, del hongo termaofilo Myceliophthora thermophila y los expresaron en P.
pastoris. Los resultados demostraron que las xilanasas recombinantes tenian
estabilidad en condiciones extremas de pH y temperatura, y una alta eficiencia para la

sacarificacion de biomasa.

Los hongos filamentosos se pueden usar de manera eficiente para la expresion de
genes heterdlogos y homologos, lo que da como resultado un alto rendimiento de
productos génicos recombinantes (Nevalainen et al. 2018). La aplicacion de hongos
como sistema de expresion también tiene ventajas asociadas con la rentabilidad del
proceso general debido a los sustratos de bajo costo utilizados y al procesamiento
posterior. Ademas, los hongos ya se han sometido a muchos procedimientos de
mejoramiento de cepas para incrementar la produccidén de xilanasas. Por lo tanto, la
magquinaria de expresion de xilanasa nativa se puede usar de manera eficiente para la
expresion funcional de genes de xilanasa exdgenos (Bardhwaj et al. 2019). A pesar de
los beneficios que tienen los hongos filamentosos, la mayor produccion de xilanasas
recombinantes para la aplicacion industrial en el dltimo tiempo se realiza mediante el
uso de bacterias o levaduras, como son E.coli y P.pastoris, respectivamente, como

sistemas de expresion.

En la Tabla 3 se muestranalgunos estudios de produccién de xilanasas recombinantes

con el area de la potencial aplicacion industrial.



Tabla 3.Estudios de xilanasas recombinantes con su posible aplicacion industrial.
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Fuente de xilanasa Huésped Nombre de Familia Caracteristicas de la xilanasa Potencial aplicacion Referencia
xilanasa GH recombinante industrial
Thermoanaerobacterium  E.coli XynDZ5 * GH 10 Tolerancia a altas temperaturas Preblanqueo enzimético de la  (Zarafeta et al.
sp. (65-75°C)y pH 7,5 pulpa. 2020).
Bacillus subtilis RTS E.coliBL21 pET21c- GH 11 t2 30 min a 60°C, pH 6,5. (Saleem et al.
Xyn Tolerancia a iones metdlicos, Biocombustibles. 2021).
detergentes no  i6nicos vy
disolventes orgénicos.
Aspergillus oryzae A.niger G2 GH 11 Actividad o6ptima a 55 °C y pH (Tuyen et
VTCC-F187 VTCC-F017 6,5. lones como K* y EDTA al.2021)
aumentaron ligeramente la Alimentacion avicola.
actividad. La xilanasa
recombinante fue inhibida por
Tween 20, SDS, iones de metales
pesados como Ag + y Hg 2+, y
disolventes organicos.
Caldicoprobacter E.coliBL21 XynBCA GH 10 turz 20 min a 80°C,activa en Industria de bioblanqueo de (Mhiri et al.
algeriensis rangos de pH 3-10, con un 6ptimo  pulpa. 2020).
de6,5.Producida libre de
celulasas.
Suelo salino P.pastoris Xynll-1 GH 11 Resistencia combinada a altas Bioblanqueo y biopulpaje (Wang et
concentraciones de sal y pH alto.  Produccién de bioetanol. al.2017).
Resistencia a etanol.
T2 30°C por 60 min.
Myceliophtora P.pastoris MYCTH 56 GH 11 Estabilidad en un rango de pH 2,0 Produccién de (Basit et al.2018
thermophila 237 — 9,0 y temperatura de hasta biocombustibles. b)
MYCTH_49 70°C, con un 6ptimo de 60°C.
824
Chaetomium sp P.pastoris CsXynBop* GH 10 Enzima termoestable con una Industria cervecera dado que (Yu et al.2021).

temperatura 6ptima de 85°C y un

CsXynBop

pH de6,5. disminuyesustancialmente el
tiempo de filtracion y la

viscosidad de la malta.




24

6.- Utilizacion de xilanasas en el tratamiento de materiales lignocelulésicos

En los ultimos afios, el interés por las xilanasas de microorganismos ha aumentado
rapidamente y aun mas por las xilanasas provenientes de microorganismos
extremofilos, debido a su aplicacién potencial en la bioconversion de materiales
lignocelulésicos en productos de valor agregado, asi como las aplicaciones
tradicionales en las industrias de alimentos, farmaceéutica, de pulpa y papel, textil y de
biocombustibles (Heinen et al. 2017; Srivastava et al. 2020). Estas enzimas no solo
hacen que el proceso sea ambientalmente favorable, sino que también juegan un papel
importante en mejorar la productividad y reducir el costo de la generacion del producto
(Motta et al. 2013).

Industria de pulpay papel

En la industria de la pulpa y papel, la eliminacion de la lignina residual en la pulpa kraft
se realiza mediante un proceso de blanqueo de varias etapas que utiliza compuestos
de cloro. El efluente que sale de los procesos de blanqueo de pulpa contiene lignina
clorada e intermediarios polifendlicos degradados como una fuente importante de
contaminacion ambiental (Raj et al. 2014, Haq et al. 2017). Por lo tanto, el desarrollo de
un proceso de blanqueo alternativo para reducir el consumo de compuestos de cloro es
necesario para resolver el problema. Los métodos de bioblanqueo, que implican el
tratamiento previo de la pulpa con enzimas microbianas como las xilanasas, han
surgido como opciones viables (Kumar et al. 2017). Hasta ahora, el pretratamiento de
pulpa con xilanasa ha sido reconocido como una tecnologia respetuosa con el medio
ambiente y econdmicamente viable para las industrias del papel. La pulpa producida
durante el proceso de fabricacion de pasta kraft en rangos de temperatura y pH
elevados requiere de enzimas xilanasas termoestables y alcalinas para esta finalidad
(Raj et al. 2018).

Raj y colaboradores (2018), realizaron un estudio de produccion y caracterizacion de
xilanasa de la bacteria Gram (+) alcaléfila Bacillus licheniformis Alk-1, aislada de un
suelo contaminado con efluentes de la industria de pulpa y papel. La enzima purificada
de esta bacteria mostr6 una actividad éptima a pH 9,0 y temperatura de 60°C. Se probd
ademas la actividad enzimatica en el pretramiento de pulpa kraft de eucalipto, para

determinar el potencial de aplicacion industrial en esta area (Tabla 4) y se realizé una
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microscopia electrénica de barrido (SEM) para determinar el efecto del tratamiento

enzimatico sobre la morfologia de las fibras de la pulpa (Figura 8).

Tabla 4. Efecto del pre-tratamiento con xilanasadeuna pulpa kraft de eucalipto sin
blanquear (Raj et al. 2018)

Parametros Control Pretratada*
Numero Kappa 13,7 £0,3 11,1+0,2
Azlcares reductores 102+3,05 403+5,03
Azz7nm 0,460+0,051 1,560+0,105
Agesnm 0,080+0,010 0,220+0,051
Reduccion N° Kappa (%) - 19%

*Se realizé un pretratamiento de pulpa con xilanasa en condiciones optimizadas (dosis de enzima 20
Ul/g de pulpa secada al horno, consistencia de pulpa 10% a pH 9,0 y 60 °C durante 2 h).

El pretratamiento de la pulpa con xilanasa en condiciones optimizadas condujo a una
reduccion significativa del numero Kappa (19%) y liber6 4,0, 3,9 y 3,4 veces mas de
azucares reductores,compuestos fenolicos (A 237nm) Y compuestos hidrofobicos (A
465nm), respectivamente, en comparacion con el control (Raj et al. 2018). Estos efectos
son fendmenos interrelacionados y pueden correlacionarse con la disociacion del
complejo lignina-carbohidrato desde las fibras de la pulpa (Khandeparkar y Bhosle.
2007). Los resultados aqui obtenidos son similares a los obtenidos en Kumar y
colaboradores (2018 a), donde también se observd una disminucion en el numero
Kappa, cuando la pulpa fue tratada con xilanasas. Los analisis por SEM mostraron
claramente cambios morfolégicos en las superficies de las fibras después del
tratamiento con xilanasa (Fig. 8). Ademas, las fibras de la pulpa tratada con enzimas
mostraron pérdida de compacidad, y este cambio en la superficie de la pulpa tratada
con enzima se correlaciond con la accién de la xilanasa. La observaciéon de la pérdida
de compacidad de las fibras de pulpa en el presente estudio puede hacerlas mas

susceptibles al blanqueo quimico.
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Figura 8.Imagen SEM de la pulpa sin tratar (a) y tratada con xilanasa (b) después de la
etapa final del blanqueo (aumento 2000x). La flecha indica las superficies lisas (a) y
rugosas (b) en la pulpa(Raj et al. 2018).

Angural y colaboradores (2021), realizaron un estudio para mejorar el blanqueo de la
pulpa de madera, utlizando un co-cultivo de dos microorganismos alcaléfilos
productores de xilanasas y manasasas. Los microorganismos utilizados fueron Bacillus
sp. NG-27, productor de una xilanasa con una temperatura y pH optimos de 70°C vy 8,4,
respectivamente; y B. nealsonii PN-11, productor -de una mananasa con una
temperatura y pH 6ptimos de 65°C y 8,8, respectivamente. Los autores realizaron un
estudio con las enzimas purificadas para evaluar su actividad y posteriormente
aplicaron las enzimas en el tratamiento de blanqueo en la pulpa. En este estudio hubo
una reduccioén del 45,64% del numero Kappa, un aumento del 11% de brillo del papel y
un aumento de 75% en la blancura del papel. Los autores también demostraron que
utilizando la mezcla de enzimas se puede obtener la misma calidad del papel que se
fabrica a partir de la pulpa tratada con productos quimicos, pero con un 30% menos de
uso de cloro. Los resultados obtenidos en este estudio demuestran que el uso de un
céctel de enzimas, xilanasas-mananasas, es mas eficiente que los métodos

convencionales.

Otra aplicacion que tienen las xilanasas en la industria de pulpa y papel es en el
destintado de papel para reciclaje, la cual consiste en remover la tinta de los residuos
de papel usado para poder ser reciclado y reutilizado (Bardwaj et al.2019). En este
contexto, Liu y colaboradores (2021), caracterizaron una nueva Xxilanasa (Pg-Xyn)

recombinante expresada en E.coli. Esta nueva xilanasa pertenece a la familia GH 10,
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proveniente de la bacteria psicrotolerante Planomicrobium glaciei CHR43 aislada de
una region fria desértica y que presenta una actividad optima a 80°C y pH 9,0. Los
autores realizaron un ensayo de destintado enzimatico para evaluar la actividad de Pg-
Xyn y se obtuvo como resultado que esta enzima tiene una actividad de destintado del
298%, lo que es superior al 239% producido por una xilanasa purificada de Bacillus sp.
CKBx1D. Las xilanasas pueden provocar un aumento de la hidrofobicidad relativa de la
superficie del papel y con ello facilitar la separacion de las particulas de tinta
adsorbidas (Liu et al. 2021).

Industria de biocombustibles.

La conversion eficiente de biomasa lignocelulésica en etanol de grado combustible se
ha convertido en una prioridad mundial para producir energia renovable y amigable con
el medio ambiente. El proceso de bioconversion de la biomasa lignocelul ésica requiere
la hidrolisis de la biomasa pretratada para la conversion de los carbohidratos complejos
en monomeros simples que se convertiran posteriormente en etanol por fermentacion
(Bhardwaj et al. 2019). La degradacion enzimatica del xilano de la biomasa genera
productos que son de gran interés biotecnoldgico, donde destacan el bioetanol y los

xilooligosacaridos (Veiga et al. 2020).

Veiga y colaboradores (2020), utilizaron una xilanasa GH10 (Tc Xyn10A), proveniente
de la bacteria Gram (-) aerdbica Thermobacillus composti, termotolerante, aislada de
un reactor de compostaje. Esta enzima es halotolerante y tiene una actividad 6ptima en
un rango de pH de 6-8 y una temperatura optima de 50°C. La enzima libera una gran
cantidad de xilooligosacaridos 29,09% desde el glucoroxilano de madera de haya y
16,98% desde el arabinoxilano de centeno, lo que significa que esta enzima puede

contribuir al desarrollo de tecnologias de combustibles renovables.

Aftab et al. (2018) realizaron un estudio donde se evaluod el potencial de sacarificacion
de la enzima xilanasa de B. licheniformis en E. coli BL21 (DE3) frente a la biomasa
vegetal para la produccion de bioetanol. Se estudié la expresion del gen clonado y se
optimizaron las condiciones para su produccion a gran escala. La xilanasa
recombinante tiene la capacidad de descomponer el xilano de la madera de abedul
para liberar xilosa, asi como el potencial para tratar la biomasa vegetal, como paja de
trigo, paja de arroz y bagazo de cafia de azlcar. La capacidad de sacarificacion de esta

enzima se optimizd mediante el estudio de varios parametros como pH, temperatura y
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tiempo de incubacion. El porcentaje maximo de sacarificacion (84%) se logré cuando
se utilizaron 20 y de xilanasa recombinante con 8% de bagazo de cafia de azucar a 50
°C después de 6 horas de incubacion en agitacion. Los resultados indicaron que la
bioconversion de biomasa natural por xilanasa recombinante en azucares simples se
puede utilizar para la produccion de biocombustible (bioetanol) (Aftab et al. 2018). Este
proceso puede reemplazar el uso de combustibles fosiles y el uso de bioetanol puede

reducir significativamente la emision de gases toxicos.
7.- Proyecciones futuras.

La basqueda de xilanasas que cumplan con todas las caracteristicas deseadas para su
aplicacion en la industria todavia esta en continuo desarrollo, por lo tanto, la seleccion
de nuevas fuentes microbianas con la capacidad de producir xilanasas altamente
activas y estables se esta llevando a cabo por diferentes grupos de investigacion en el
mundo. Las cepas aisladas de diferentes habitats extremos pueden tener aplicaciones
potenciales, ya que estas cepas poseen la capacidad natural de soportar diferentes
tipos de estrés, como condiciones extremas de temperatura y pH, lo que las hace de

interés para diferentes procesos industriales (Bhardwaj et al. 2019).

El avance en las herramientas y tecnicas biotecnolégicas (tecnologia de ADN
recombinante, ingenieria genética, ingenieria de proteinas, entre otras) brinda la
oportunidad de seleccionar el gen responsable de la produccién de xilanasa, que se
puede aislar y transferir de manera eficiente a un sistema de expresion apropiado.
Estos sistemas de expresion se pueden regular para mejorar la produccion de
xilanasas con la propiedad deseada para aplicaciones industriales especificas, como
por ejemplo la termoestabilidad. La disponibilidad de una gran cantidad de datos
gendmicos, protedbmicos y metabolomicos se puede utilizar a través de diferentes
herramientas bioinformaticas para desarrollar diferentes enfoques para mejorar la
produccion de xilanasas termoestables (Fig. 9). A través de la combinacion de
nuevosenfoques, como la biologia sintética y la tecnologia de ADN recombinante

convencional, se podran obtener nuevas xilanasas con las caracteristicas deseadas.
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Figura 9. Técnicas modernas para poder lograr un aumento en la termoestabilidad de

xilanasas para aplicaciones industriales (Kumar et al. 2018 b).

8.-Conclusiones

- Las endo-1,4-B-xilanasas, son producidas por una gran diversidad de
microorganismos; estas pertenecen a la familia de las glucohidrolasas (GH), y son de
gran importancia ya que son las encargadas de degradar el xilano, en los azUcares que
lo componen. Aungue existe una variedad de enzimas pertenecientes al sistema
xilanolitico microbiano, las Unicas que atacan de manera exclusiva el xilano son las

xilanasas que pertenecen a las familias GH10 y GH11.

- La busqueda de xilanasa en microorganismos terméfilos e hipertermofilos es un area
de investigacion de interés creciente, ya que éstos son fuente de proteinas con
caracteristicas inusuales en mesofilos, como son la elevada termoestabilidad y
eficiencia en pH extremos, propiedades muy requeridas cuando la finalidad de la

enzima sera su aplicacion en procesos industriales.

-Cuando las xilanasas no tienen las caracteristicas requeridas para su aplicacion

industrial, se recurre a las herramientas biotecnoldgicas para potenciarlas, y ademas
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con la ayuda de la tecnologia del ADN recombinante es posible producir xilanasas de

forma eficiente usando el sistema de expresion apropiado.

- La produccion heterdlogadexilanasas recombinantes ha sido un gran aporte
biotecnoldgico, debido a que las nuevas xilanasas producidas tienen mejores
caracteristicas que las xilanasas nativas y por lo tanto su aplicaciéon en diversas areas

industriales hasignificado un aumento de eficiencia en los procesos.

- El futuro de las xilanasas es promotedor dado a su utilidad en diversas industrias,
como la textil, alimentaria, raciones animales, biocombustibles, celulosa y papel;ya que
con su uso no solo se optimizan los procesos, sino que también se consigue una

reduccién en la generacion de residuos o efluentes contaminantes.
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