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Resumen

Las endoxilanasas son enzimas que hidrolizan los enlaces glicosidicos presentes en el
xilano que compone la hemicelulosa, polimero complejo, presente en la pared de las
células vegetales. Como resultado de esta hidrdlisis se obtienen diferentes compuestos
que pueden aplicarse para elaborar productos de interés industrial. a xilosa es uno de
dichos compuestos, la cual se utiliza en la produccién de xilitol, alcohol que presenta
potenciales aplicaciones en la industria alimentaria y en el tratamiento de algunas
afecciones 6seas y respiratorias. L.a produccién de xilitol ha sido el enfoque del proyecto
“Produccién de xilitol a partir de cascarilla de cebada, residual del proceso cervecero”,
llevado a cabo en Laboratorio de Biotecnologia Aplicada de la Pontificia Universidad
Javeriana.

Durante los procesos de estudio, se utilizan estas enzimas en forma de extracto
enzimatico, el cual es almacenado en congelacién (-20 °C) o refrigeracion (4 °C) con el
fin de prolongar su vida util, dado que su obtencién tarda 3 semanas. Este
almacenamiento ha generado inconvenientes debido a la pérdida rapida de actividad
enzimatica bajo estas condiciones. Existen varias metodologias de estabilizacién de
proteinas, aun asf una de las mas aplicadas es el uso de aditivos, donde la sacarosa, el
tritén X-100, el glicerol y glicerol con NaCl, se reportan como efectivos en el aumento

de la vida util de dichas moléculas.

En el presente estudio se evalué la capacidad de los aditivos mencionados de mantener
la actividad endoxilanasa del extracto enzimaitico durante dos meses. Para esto, se
produjeron las enzimas a partir del cultivo de Penicillium sp. HC1 con cascarilla de cebada.
Una vez obtenido el extracto, en primer lugar se realiz6 una prueba de estabilidad para
conocer el pH que permite a la enzima conservar su actividad. Posteriormente el efecto
de los aditivos sobre el extracto enzimatico fue evaluado y finalmente se seleccioné el
glicerol, dado su buena capacidad estabilizante, ademds de su ficil manejo en

comparacién con la sacarosa que arrojé resultados similares.

Seguidamente, se realizé la optimizacién de la concentraciéon del glicerol en presencia de
cloruro de calcio y sulfato de manganeso, cuya habilidad de mejorar la estabilidad de las
proteinas ha sido reportada previamente. No obstante, estas sales evidenciaron efectos
negativos sobre la actividad enzimatica, reduciendo la eficiencia del glicerol e impidiendo

su optimizacion.



1. Introduccioén justificacion y planteamiento del problema
Las endoxilanasas son enzimas hemiceluloliticas, que permiten la degradaciéon de los
polimeros heteroxilanos que hacen parte de la pared ligninocelulésica de las células
vegetales. Dichos compuestos son abundantes en los tejidos de las plantas, y su
proporcion varfa entre las diferentes especies (Paés et al. 2012). Estas enzimas hidrolizan
el xilano presente en estos polimeros, obteniendo como productos finales
xilooligosacaridos en forma de xilosa y celobiosa, compuestos de interés en vatios

procesos de fermentacion en biotecnologia y en la industria de alimentos funcionales (Li

et al. 2012).

Un gran campo de aplicaciones biotecnolégicas involucra la participacion de las xilanasas.
En la industria del papel se ha visto interés por su capacidad de actuar como agente bio
blanqueador, evitando el uso de cloro en estos procesos con el fin de reducir el impacto
ambiental (Li et al. 2010). Por otro lado, estas enzimas han evidenciado ser un
suplemento dietario en los piensos de animales, junto con cocteles multienzimaticos, que
mejoran la digestion de animales de granja (Nagar et al. 2012). Adicionalmente, las
xilanasas presentan un uso potencial en la produccién de jugos, mediante su participacién
en la extraccion de azicares y en los procesos de mejoramiento de la turbidez y viscosidad
previo a su comercializacién (Dhiman et al. 2011). También se ha visto interés en su
aplicaciéon como via para la liberacién de xilosa, sustrato en procesos de produccion
biotecnolégica de polialcoholes de interés comercial como el xilitol (Chen, et al. 2010).
Este alcohol tiene propiedades preventivas de patologias dentales, infecciones
respiratorias y osteoporosis (Silva & Chandel 2012), ademas es una alternativa al azdcar
convencional como la sacarosa, dado a sus caracteristicas edulcorantes y menor aporte

calérico (Albuquerque et al. 2014).

Esta dltima aplicacién ha sido el tema central del proyecto “Produccién de xilitol a partir
de cascarilla de cebada, residual del proceso cervecero”. Las endoxilanasas son obtenidas
a partir del cultivo de Penzcillinm sp HC1 en cascarilla de cebada al 3 %, y se utilizan en
forma de extracto enzimatico (Correa 20106). Este es aplicado sobre dicho material
vegetal, liberando xilosa, la cual es el sustrato utilizado para producir xilitol. El
almacenamiento de dicho extracto se realiza sin ninguna modificacion, a temperaturas de
refrigeracion (4 °C) o congelacion (-20 °C). Sin embargo se ha evidenciado la pérdida de

actividad catalitica en menos de una semana (Bernal & Gémez 2016). Esto implica una



produccion constante del extracto enzimatico a partir del cultivo de Penicillium sp HC1,
alargando los procesos de estudio, como consecuencia del tiempo requerido para la

obtencion de las enzimas, aproximadamente 3 semanas.

Esta pérdida de actividad catalitica esta asociada con la estabilidad de la enzima cuando
es almacenada bajo determinadas condiciones. Dicha estabilidad, consiste en mantener
la funcién enzimatica durante el tiempo entre su produccién y su correspondiente uso
(Fagain 2003). También se ha definido como la capacidad de la enzima de mantener
inalterada su actividad bajo determinadas condiciones de almacenamiento (Gianfreda &
Scarfi 1991). La pérdida de estabilidad enzimatica es causada por factores fisicos
(radiacién, temperatura, fuerzas mecanicas), quimicos (acidos, alcalis, quelantes, metales
pesados, solventes organicos, entre otros), o biolégicos (proteasas) (Schmid 1979). Esto
conlleva a procesos de inestabilidad fisica como desnaturalizacion, agregacion y
formacién de particulas insolubles; e inestabilidad quimica como oxidacién,
deamidacion, alteracién de puentes disulfuro, que generan en conjunto pérdida total de

la integridad estructural de la enzima, alterando su actividad catalitica(Hoon 2012).

Existen varias metodologias enfocadas en mantener y mejorar la estabilidad enzimatica
en almacenamiento. Algunas de estas abarcan modificaciones quimicas, ingenierfa de
proteinas, inmovilizacién y tratamientos con aditivos (Shah & Madamwar 2005). Esta
ultima consiste en la modificacion del macroambiente en el cual estd embebida la
proteina, alterando sus propiedades mediante la adicién de compuestos como polioles,
osmolitos (azucares y sales) y surfactantes (Balcao & Vila 2015). Dichos compuestos
alteran la estabilidad mediante su interaccion directa o indirecta con la proteina en
solucién (Hoon 2012). Esta metodologia es una de las més tradicionales y se ha empleado
en la conservaciéon de proteinas a nivel general y en comparacién con las demds, se
consideriyera la mas simple, viable as{ como la mas practica y econémica. (Shah &

Madamwar 2005).

Aunque estos estudios se han realizado sobre la estabilidad de enzimas en su mayoria
previamente purificadas, como amilasas (Yoon et al. 2005; Takeda & Hizukuri 1972),
6rgano fosfato hidrolasa (Iyengar et al. 2015), fosforilasas (Srirangsan et al. 2011), lacasas
(Azimi et al. 2010), entre otras ; y también algunas proteinas como anticuerpos (Chang

etal. 2005) y hemoglobina (Kerwin et al. 1998), no hay reportes de estudios de estabilidad



en almacenamiento de un extracto con actividad endoxilanasa en presencia de algunos
de los compuestos previamente mencionados. Mientras que existen varios estudios de
mejoramiento de termoestabilidad (Irwin et al. 1994; Gupta et al. 2014; Singh et al. 2000),
donde las estrategias utilizadas son las mismas y se basan en la aplicacién de aditivos que
impiden la desnaturalizacién de la enzima y por tanto la pérdida de actividad. Por lo
anterior, el objetivo de este proyecto fue evaluar la estabilidad de un extracto enzimatico
con actividad endoxilanasas bajo condiciones de almacenamiento, utilizando diferentes

aditivos reportados con efecto estabilizante sobre las protefnas almacenadas.



2. Marco teodrico

2.1. Estabilidad de enzimas

Las enzimas son proteinas que catalizan reacciones biolégicas en los diversos grupos de
organismos. La estabilidad de las protefnas se describe mediante los diferentes
fenémenos dados sobre su estructura y funcionalidad, cuando dicha molécula es
sometida a condiciones de reaccién o de almacenamiento (Iyer & Ananthanarayan 2008).
La conformacién de las proteinas esta dada por la estructura primaria (secuencias de
aminoacidos), las cuales involucran enlaces covalentes (enlaces peptidicos y puentes
disulfuro) y otras estructuras mas complejas (secundaria, terciaria y cuaternaria) donde
intervienen interacciones no covalentes (puentes de hidrégeno, interacciones
hidrofébicas, electrostaticas y de tipo Van der Waals). La funcionalidad de las proteinas
esta directamente implicada con el balance de estas ultimas clases de interaccién no
covalentes, las cuales son vulnerables a los cambios del ambiente y por tanto son

facilmente alteradas (Hoon 2012).

Las proteinas presentan una conformaciéon de baja estabilidad termodinamica. Esta
caracteristica hace referencia a las interacciones no covalentes mencionadas previamente,
que intervienen de forma intermolecular, (estructura terciaria o cuaternaria), y entre la
proteina y su entorno (solvente) (Castronuovo 1991). Para las proteinas monoméricas ,
estructura terciaria esta involucrada en dichas interacciones, en el caso de las proteinas
multiméricas, las estructura cuaternaria es la directamente implicada (Balcao & Vila
2015). Estas interacciones son susceptibles de ser alteradas por factores fisicos y
quimicos, favoreciendo el paso de la forma nativa (proteina plegada) al estado
desnaturalizado (desplegada) de la proteina, lo que se traduce en la inestabilidad

estructural, con la consecuente pérdida de su actividad catalitica (Murphy et al. 1992).

2.2. Factores que afectan la estabilidad de las enzimas

La pérdida de estabilidad enzimatica es causada por factores fisicos (radiacion,
temperatura, fuerzas mecanicas), quimicos (acidos, alcalis, quelantes, metales pesados,
solventes organicos, variaciones de pH), o biolégicos (proteasas) (Schmid 1979) que
pueden llevar a procesos de inestabilidad fisica como desnaturalizacién, agregacion y
formacién de particulas insolubles e inestabilidad quimica como oxidacién, deamidacién,

alteracion de puentes disulfuro, que generan en conjunto pérdida total de la integridad



estructural de la enzima y por tanto su actividad (Hoon 2012). A continuacién se da una

breve explicacion del efecto de cada uno de los factores sobre las proteinas.

Temperatura: temperaturas elevadas conllevan a la desnaturalizacion irreversible de
varios grupos de proteinas. Un reducido nimero de estas moléculas, es capaz de
retornar a su estado nativo en condiciones extremas de temperatura, la gran mayoria
no presenta esta capacidad. Los puentes de hidrégeno, interacciones hidrofébicas,
fuerzas de van der Waals, fuerzas electrostaticas (repulsion, apareamiento de iones) y
propiedades intrinsecas (interacciones de péptidos locales), estin en contra del
incremento de la entropia conformacional de la molécula. Aun asi, estas fuerzas son
débiles y pueden ser facilmente afectadas por los incrementos de temperatura (Hoon
2012), perturbando la conformacién nativa de la proteina hasta el punto que favorece
eventos de desnaturalizacion y agregacion entre las moléculas. Este fenémeno es
consecuencia de la exposicién de los diferentes grupos hidrofébicos e hidrofilicos
hacia el medio, permitiendo las interacciones entre proteinas con la consecuente

formacién de agregados (Chi et al. 2003).

Por otro lado a bajas temperaturas (0 - 20°C), varias enzimas son menos activas y por
tanto evidencian una reduccion considerable de la actividad enzimatica. Adicional a
esto, hay una reduccién de las interacciones hidrofébicas que alteran el nucleo
catalitico de la enzima, y en algunos casos genera disociacién de las estructuras

cuaternarias, facilitando la formacién de agregados (Schmid 1979).

pH: La proteinas presentan un elevado grado de estabilidad dentro de determinados
rangos de pH, y por tanto si el solvente en el que se encuentra la molécula excede
dichos rangos podrian generarse fenémenos de agregacion rapidamente (Chi et al.
2003). Cada proteina presenta sus propios rangos de estabilidad y por tanto distintos
buffers para lograr los valores de pH adecuados. Esto esta relacionado con el numero
de grupos cargados presentes en la proteina, los cuales pueden aumentar por el
incremento en la acidez o basicidad de la solucién. Este aumento en las cargas genera
elevados fenémenos de repulsiéon dentro de la misma molécula, lo que altera la
conformacién de la estructura nativa de la proteina, causando precipitacién o
desnaturalizacion de la misma. A este fenémeno se le denomina repulsiéon no

especifica (Hoon 2012).

10



Radiacion: varios aminoacidos que componen las proteinas como cisteina, histidina
y triptéfano son sensibles a fenémenos de fotoxidacion dado a las reacciones
fotoquimicas que pueden desencadenarse sobre dichas estructuras, y formar radicales
que generan cambios sobre la configuracién quimica de cada grupo. También pueden
verse alterados los puentes disulfuro y demas enlaces que mantienen las estructuras
conformacionales de la proteina, lo que en conjunto genera alteraciones de la

actividad catalitica (Schmid 1979).

Presencia de otros compuestos: las presencia de acidos o élcalis pueden alterar el
pH del medio que rodea la enzima y desarrollar los fenémenos mencionados
anteriormente. Por otro lado, agentes oxidantes pueden interactuar con los
aminoacidos y generar cambios conformacionales que impiden la funcién catalitica
correspondiente; agentes quelantes pueden secuestrar cofactores vitales para la
funcién enzimatica; y diferentes sales pueden generar deshidrataciéon de la molécula
y evidenciar fenémenos de precipitacion. Adicionalmente, algunos solventes
organicos pueden romper los puentes de hidrégeno que hacen parte de la estructura

secundaria y terciaria y generar eventos de desnaturalizacién (Schmid 1979).

El mejoramiento de la estabilidad proteica consiste asi, en preservar la estructura
quimica y tridimensional de la cadena polipeptidica bajo las condiciones extremas que
puedan presentarse (Balcao & Vila 2015). La arquitectura tridimensional y los
movimientos de las moléculas protéicas estan determinadas por las propiedades del
macroambiente, como las anteriormente descritas (Fernandez-Lafuente 2009), todas
interfieren con la estabilidad estructural y funcional de la proteina. Siendo as{, existen
diversos métodos de estabilizacion que tienen como fin evitar los efectos que
favorecen el estado desnaturalizado de estas moléculas, y abarcan desde simples
modificaciones a nivel de macroambiente como la presencia de aditivos, hasta
técnicas de ingenierfa de proteinas y biologfa molecular. A continuacién se hara una
breve descripcién de los métodos mas destacados y se tendra especial énfasis en las
modificaciones a nivel de macroambiente referido al uso de aditivos, ya que es el

punto de interés de este trabajo.
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2.3. Métodos de conservacion de enzimas
A nivel general existen diversos métodos de conservacion de enzimas, aun asi pueden
agruparse en aquellos que se enfocan en modificaciones del microentorno de la proteina

y los enfocados en el macroentorno.

2.3.1. Modificaciones de microentorno:

Ingenieria de proteinas: Estos métodos estan enfocados en el disefio de
proteinas por mutacién al azar o por mutacién dirigida, con el fin de alterar la
secuencia de los genes correspondientes para modificar la secuencia de
aminoacidos que seran codificados. Esto permite desarrollar proteinas mas
estables y menos susceptibles a los factores denaturantes. La introduccién de
aminoacidos de prolina y puentes disulfuro a través del intercambio de
aminodcidos movibles o extensiones de cadenas polipeptidicas son algunos

ejemplos (Fagain 2003).

Modificaciones quimicas: Estos métodos se enfocan en la alteracion de la
estructura de la proteina con otros grupos quimicos para favorecer su
estabilidad. Estos incluyen procesos de metilacién, alquilacién, acilacion,
adicién de carbohidratos a la cadena terminal y formacién de enlaces cruzados

con glutaraldehido o algunos polimeros, entre otros (Davis 2003).

Inmovilizaciéon: Esta técnica es ampliamente utilizada y una de las mads
preferidas en el ambito biotecnolégico. El almacenamiento de las enzimas bajo
este método, no solo implica mantener su actividad enzimatica por mds tiempo,
sino que también trae consigo otras ventajas. Una de esta es la reutilizacion de
dicho catalizador, ademas de que permite una facil purificacién y hace mas
flexible los disefios del reactor donde seran aplicadas (Spikermann et al. 2014).
ILa  microencapsulaciéon  (vesiculas lipidicas), atrapamientos (matrices
poliméricas), nanoencapsulacién, y formaciéon de enlaces covalentes en
soportes macroscopicos, son algunos ejemplos de métodos aplicados para

inmovilizar diferentes enzimas (Balcio & Vila 2015).

2.3.2. Modificaciones de macroentorno (Utilizacion de aditivos)
Entre los varios métodos disponibles para mejorar la estabilidad enzimatica, la

aplicacién de compuestos de bajo peso molecular que modifican las
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caracteristicas del macroambiente de la proteina, ha sido uno de los mids
estudiados y utilizados en el campo biotecnolégico dado que es sencillo, facil,
econémico asi como también practico (Shah & Madamwar 2005). A lo largo de
los afios, los aditivos han sido extensamente utilizados para alargar la estabilidad
en el almacenamiento de las enzimas que se encuentran en medio acuoso; o para

proteger péptidos contra los efectos de la liofilizacién (Spikermann et al. 2014).

Los grupos de compuestos mas estudiados, que han demostrado un efecto
estabilizante, pertenecen al grupo de: polioles, azucares, detergentes o
surfactantes y sales. La modificacién del macroambiente mediante la aplicacion
de estos aditivos, conduce a la inhibicién de la agregacién de la proteina y por
tanto a su estabilizacion mediante interacciones preferenciales (Iyer &
Ananthanarayan 2008). Dichas moléculas favorecen la estabilidad, en la mayoria
de casos, sin interactuar directamente con la proteina, alterando las propiedades
del solvente que la rodea y por tanto las interacciones solvente — proteina (Balcao

& Vila 2015).

2.3.21.  Azucares

Dentro de este grupo se han estudiado principalmente la sacarosa y la trehalosa.
La sacarosa ha demostrado tener un efecto estabilizante a diferentes
concentraciones en varias proteinas como: hemoglobina (Kerwin et al. 1998),
anticuerpos (Chang et al. 2005), subtisilina de Bacilus lentus (Depaz et al. 2002),
alcohol deshidrogenasa (Spikermann et al. 2014), monooxigenasa (Beek et al.

2015), y fosforilasa (Srirangsan et al. 2011).

Por otra parte la trehalosa ha logrado mantener hasta un 91 % actividad inicial
de la enzima organofosfato hidrolasa después de 60 dias (Iyengar et al. 2015) y
ha protegido la estructura conformacional de la lisozima después de procesos de
deshidratacién para su posterior conservacién (Liao et al. 2002). Sin embargo el
efecto estabilizante de este grupo de moléculas sobre xilanasas en

almacenamiento no ha sido estudiado previamente.

Se han descrito dos mecanismos para este grupo que podrian estar implicados en
el mejoramiento de la estabilidad enzimatica en almacenamiento. En primer lugar

estd “el reemplazo de agua”, se basa en la habilidad de los azdcares de formar

13



enlaces tipo puente de hidrégeno, en la supetficie de las estructuras proteicas.
Dado que la estructura tridimensional de la proteina en solucién depende de la
estabilizacién de la misma mediante una capa de moléculas de agua unidas por
puentes de hidrogeno a la superficie de la molécula, cuando el agua es removida,
el azicar reemplaza su funcion. Este mecanismo explica el efecto estabilizante de
ciertos azucares contra el dafio generado en los procesos de congelacion y
desecacion cuando el agua es retirada o alterada fisicamente (Balcao & Vila 2015;

Srirangsan et al. 2011).

En segundo lugar, esta el mecanismo de “exclusién preferencial”, en el cual las
moléculas de los azucares, son excluidas de la superficie de la proteina dado a la
diferencia de tamafio con respecto al agua (moléculas mas pequefia), dando paso
a esta ultima para que puedan interactuar de manera preferencial con la entidad
proteica y asi estabilizar la molécula. Como consecuencia de este fenémeno, las
unidades de azucar que se establecen inmediatamente después de la capa de
hidratacién, forman una especie de escudo protector alrededor de dichas
moléculas en interaccién (proteina — agua), favoreciendo estado nativo de la

molécula (Balcao & Vila 2015; Kawai & Suzuki 2007; Kerwin et al. 1998).

2.3.2.2.  Polioles

Este grupo ha evidenciado buenos efectos estabilizantes en diferentes grupos de
enzimas, incluyendo las endoxilanasas. A pesar de que la mayoria de estudios
estan enfocados en termoestabilidad, su objetivo es el mismo de impedir la
alteracion de la estructura terciaria, es decir evitar eventos de desnaturalizacion,
favoreciendo los estados nativos funcionales. El glicerol a concentraciones de 5,
10 y 50 % v/v, se reporta como uno de los mds efectivos para mantener la
estabilidad enzimatica obteniendo porcentajes de actividad relativa superiores al
90 % y aumento de los valores de vida media a temperaturas entre 60 y 70 °C,
port intervalos de tiempo de hasta 16 horas (Irwin et al. 1994; Gupta et al. 2014;
Singh et al. 2000).

Adicionalmente el sorbitol y el xilitol, también han evidenciado efectos
estabilizantes a concentraciones de 2 M, con resultados de actividad relativa de
100% por un tiempo aproximado de 4 horas a 50 °C (Solorzano et al. 2000). Por

otro lado, un estudio de estabilidad de Iyengar et al. (2015) demostré el efecto
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del manitol al 0,5 M sobre la enzima organofosfato hidrolasa durante 60 dias bajo

temperatura de 25 °C, logrando mantener un 91% de la actividad inicial.

En términos generales se dice que los polioles tienen la facultad de formar
puentes de hidrégeno que brindan soporte y estabilidad a la conformacién nativa
de la enzima con mas resistencia frente a la desnaturalizacién térmica (Bankeeree
et al. 2014). Mas concretamente, el glicerol incrementa la estabilidad dado a su
capacidad de fortalecer la interacciones hidrofébicas y disminuir la tensién
superficial del agua, ademas de permitir la hidratacién preferencial potenciando
la organizacién de los grupos hidrofébicos de la proteina (Zhang et al. 2002;
Balcaio & Vila 2015). Este ordenamiento molecular se traduce en una
disminucién de la entropia de la capa de agua alrededor de la superficie de la

proteina favoreciendo el estado nativo de la molécula (Balcao & Vila 2015).

2.3.2.3.  Surfactantes

Se han evaluado vatios detergentes incluyendo SDS (sodio duodecil sulfato),
CTAB (bromuro cetrimetilamonio), AOT (sodio di-2-etilhexilsulfosuccinato),
Tween 80, entre otros (Nicanuzia et al. 2006; Azimi et al. 20106). Sin embargo el
mas estudiado de este grupo es el Triton X-100. Estudios de termoestabilidad
sobre enzimas como oa-amilasa (Yoon & Robyt 2005), B-amilasa (Takeda &
Hizukuri 1972), lacasas (Azimi et al. 20106) y lipasas (Nicanuzia et al. 20006), han
demostrado que se mantieneentre un 80 y 110 % de actividad inicial bajo
concentraciones entre 0,02% y 10 % p/V, siendo la primera una de las mas

utilizadas.

Los mecanismos descritos difieren entre el tipo de surfactante, si es iébnico o no
i6nico. Las interacciones entre la enzima y el surfactante involucran interacciones
electrostaticas e hidrofébicas entre los grupos hidrofilicos y las cadenas alquilicas
de los surfactantes con los aminoacidos cargados y los residuos hidrofébicos de
la enzima, respectivamente. Dichas interacciones pueden favorecen el estado
nativo de la proteina y estabilizar su estructura (Azimi et al. 2016).
Adicionalmente, también evita fenémenos de adsorcién a las superficies que
tienen contacto con la proteina, previniendo asi la formacién de agregados (Hoon

2012). Por otro lado, se ha propuesto que estos aditivos permiten un estado

15



conformacional tipo barril compacto que forma una estructura mas rigida,
mediante los enlaces formados con los grupos expuestos de la proteina

impidiendo su desnaturalizacién (Yoon & Robyt 2005).

2.3.2.4. Sales

Se ha reportado estudios previos de termoestabilidad, para la enzima purificada,
a 50 °C por 30 minutos utilizando KCI (50mM), CaCl, (50mM), una actividad
relativa aproximadamente del 130 % para actividad xilanasa de Aspergillus foetidus
(Shah & Madamwar 2005). Por otro lado, el NaCl también ha evidenciado efectos

estabilizantes sobre endoxilanasas de Mellanocarpus albomyces (Gupta et al 2014).

La presencia de iones en solucion evidencian efectos sobre la estabilidad fisica de
la proteina, modificando su estructura conformacional mediante el equilibrio de
la solubilidad (efecto salting in / salting out) y la disminucién de la tasa de
formacion de agregados de la proteina no nativa (desnaturalizada), mediante la

interaccién de los grupos cargados con los iones en solucién (Chi et al 2003).
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3.1

3.2,

3.  Objetivos

Obijetivo General

Evaluar la estabilidad de un extracto enzimitico con actividad endoxilanasa,

obtenido de Penicillinm sp HC1.

Objetivos especificos

1.
2.

Evaluar el efecto del pH sobre la estabilidad del extracto enzimatico.
Evaluar la estabilidad del extracto bajo condiciones de almacenamiento,
empleando Tritén X-100, glicerol, sacarosa, glicerol con NaCl y buffer
citrato como aditivos.

Evaluar diferentes concentraciones del aditivo con mayor efecto

estabilizante bajo condiciones de almacenamiento.
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4. Metodologia
4.1. Obtencidn del extracto enzimatico con actividad endoxilanasa

4.1.1. Inéculo

Para la produccion del extracto de interés se utilizé la cepa Penicillium sp. codificada
como HC1, aislada de suelo rizosférico de un cultivo de arroz en Tolima, Colombia
(Gutiérrez et al. 2012). A partir del banco de trabajo proveniente del cepario del
Laboratorio de Biotecnologia Aplicada de la Pontificia Universidad Javeriana se
reactivo este microorganismo en medio solido agar papa dextrosa (PDA), incubando
a 28 °C por un periodo de 8 dias. Posteriormente se hizo una suspension de conidios
mediante la adicion de 10 mL de solucion salina (0,85% p/v) con Tween 80 (0,1%
v/v) a cada caja sembrada para desprender los conidios; dicha suspension fue filtrada
a través de algodon estéril en jeringa para retirar los residuos de micelio. Al filtrado
obtenido se le realizaron tres lavados sucesivos con solucion salina (0,85% p/v) con
el fin de retirar trazas del medio de cultivo. Una vez culminado este proceso, se ajusto
la suspensiéon de conidios a una concentracion del orden de 10° conidios/ml.
mediante recuentos en cimara de Neubauer. Dicha solucién fue el inéculo para la

produccion de las enzimas de interés.

4.1.2. Cultivo discontinuo y obtencion del extracto enzimatico

La produccion del extracto enzimatico se realiz6 en matraces Erlenmeyer de 1L con
un volumen efectivo de trabajo del 20 %. En cada matraz se adicioné 3 % de
cascarilla de cebada junto con 180 mL de solucién de sales compuesta de: (NH4) »
SO, 5 g/ L; KH,PO,0,3 g/ L; MgSO,4 *7H,0O 0,83 g /L; CaCl, 0,3 g/L; FeSO,
*TH,O 0,005 g/ L; MnSO4 1,56 mg/ Ly ZnSO, 1,4 mg/ 1. Mandels & Weber 1969)
ajustada a pH 6. Una vez esterilizado el medio, éste fue inoculado con 20 mL de la
suspension de conidios mencionada en el numeral 4.1.1. y se llevé a incubar por un
lapso de 10 dias a 150 rpm a 28 °C (Correa 2016). Culminado el tiempo de
incubacién, el cultivo fue centrifugado a 8000 rpm durante 20 min a 7°C en una
centrifuga Sorvall RC 6 Plus Thermo Scientific Co (Waltham, MA, USA). El
sobrenadante obtenido se filtré por papel filtro tipo whatman y posteriormente bajo
condiciones de esterilidad, por membranas de 0,45 um y 0,22 um sucesivamente.
Para los extractos obtenidos se determiné actividad enzimatica endoxilanasa como

se describe en el item 4.5.
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4.2,

4.3.

Adicionalmente, se realizaron pruebas cualitativas para la deteccién de actividad
proteolitica presente en dicho extracto enzimatico. Se tomaron 10 ul del extracto
para ser dispuestos sobre agar leche cuya composicién era: leche descremada 1 %
p/v, glucosa 1 g/L, cloruro de calcio 0,5 g/L, sulfato de amonio 1 g/L, extracto de
levadura 1 g/L, fosfato de sodio monobasico 0,5 g/L, fosfato de sodio dibasico 0,5
g/L. Estas cajas fueron incubadas a 55y 37 °C, haciendo seguimiento durante 3 dias.
La presencia de proteasas se evidenciaba por la formacién de halos de hidrélisis

alrededor de la muestra.

Evaluacion del efecto del pH sobre la estabilidad del extracto enzimatico

Una vez obtenido el extracto con actividad endoxilanasa, se hicieron pruebas de
estabilidad enzimatica con diferentes valores de pH a temperatura ambiente por 24
horas. Los siguientes buffers fueron utilizados para cada valor de pH: buffer citrato
de sodio 0,1 M/ acido citrico 0,1 M pH 3, 4, 5, 6 y buffer fosfato de sodio 0,1 M pH
7, 8,9 (Wu et al. 2017). Para la prueba de estabilidad se mezclé 1 mL de extracto
enzimatico previamente filtrado por membrana de 0,22 um, con 1 mL del
correspondiente buffer, bajo condiciones de esterilidad, y se almacend a temperatura
ambiente por 24 horas. Cada tratamiento se realizé por triplicado y se determiné la
actividad endoxilanasa tanto al inicio como al final de la prueba con el fin de
evidenciar el efecto del pH sobre la estabilidad del extracto mediante el porcentaje
de actividad relativa. La medicién de dicha actividad se llevé a cabo de la forma

descrita en el numeral 4.5.

Almacenamiento del extracto enzimatico con diferentes aditivos

Teniendo en cuenta el pH que permita mantener la mayor actividad endoxilanasa se
realizaron las pruebas de estabilidad con diferentes aditivos bajo condiciones de
almacenamiento. Los compuestos evaluados fueron los siguientes: Tritén X.-100
0,02 % (p/v) (Yoon & Robit 2005), glicerol 5% (v/v) (Irwin et al. 1994), glicerol 5
% (v/v) mas NaCl 5% (p/v) (Gupta et al. 2014) y sacarosa 0,3 M (Spickermann et
al. 2014; Kerwin et al. 1998). Dado que los aditivos fueron preparados en el buffer
con el valor de pH previamente seleccionado, se realizé un tratamiento unicamente
con buffer, como control; ademas se hizo un control negativo solo con extracto
enzimatico, sin ningdn aditivo. Cada tratamiento se realiz6 por triplicado y fueron

almacenados bajo dos temperaturas: -20 °C y 4 °C.
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4.4

Para cada tratamiento, incluyendo el buffer, se hizo un stock compuesto por el
aditivo correspondiente mezclado con el extracto enzimatico. Este stock fue
distribuido en tubos Eppendotf bajo condiciones de esterilidad, almacenando en
cada tubo, 1 mL de dicha mezcla. Durante dos meses se tomaron los respectivos
tubos de cada tratamiento para realizar monitoreo de la actividad endoxilanasa
(numeral 4.4): 0, 2, 4, 6, 8 semanas. El efecto de cada aditivo sobre la estabilidad

enzimatica fue evaluado mediante el porcentaje de actividad relativa.

Evaluacion del aditivo con mejor efecto estabilizante a diferentes
concentraciones.

Una vez finalizado los monitoreos, teniendo en cuenta los resultados obtenidos,
ademas de la practicidad de manejo del aditivo, se selecciond aquel que permitiera
mantener mayor actividad enzimatica para ser estudiado en diferentes
concentraciones. Simultineamente se determind la capacidad del cloruro de calcio
(CaCly y del sulfato de manganeso (MnSOy), de mejorar la estabilidad en presencia

de glicerol (Knob et al. 2013).

De esta manera con tres factores a evaluar: glicerol, cloruro de calcio y sulfato de
manganeso, sobre la estabilidad enzimatica, teniendo como variable respuesta el
porcentaje de actividad relativa, se realizé un disefio central compuesto (DCC),
establecido mediante el programa estadistico Desing-Expert 9.0.6. Asi pues, se
evaluaron los factores mencionados, cada uno con 2 niveles (+1 y -1), 2 puntos
axiales (+1,5 y -1,5) y un punto central (0), resultando en un total de 15 tratamientos
y 47 experimentos con sus respectivas réplicas (cinco réplicas para el punto central
y tres para los puntos axiales y los niveles) (Tabla 1). Todos los tratamientos se
realizaron a la temperatura seleccionada en el numeral 4.3 y fueron monitoreados en

5 tiempos, siendo estos: 0, 2,4, 6, 8 semanas.

Tabla 1. Disefio experimental tipo central compuesto

Punto Glicerol % v/v CaCl; mM MnSO4s mM

15 0,8 0 0
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4.5. Métodos Analiticos. Actividad enzimatica
El procedimiento para medir actividad endoxilanasa o endo-1,4-B-D-xilano
xilohidrolasa (EC 3.2.1.8), en unidades por litro de muestra (U/L), se llevé a cabo
mezclando 50 pl de muestra con 450 pl de xilano de beechwood al 1% (p/v) en
buffer citrato 50 mM (pH 5.3). La reaccién enzimatica se realizé a 50°C por 5
minutos, segun el método modificado de Bailey et al. (1992). Ia cantidad de aztcares
reductores liberados se determiné por la técnica de DNS acido 3,5 dinitro salicilico
(Miller 1959) empleando xilosa como estandar (Anexo 1). Una unidad de actividad
endoxilanasa fue definida como la cantidad de enzima que libera 1 umol de azdcares
reductores equivalentes a xilosa por minuto bajo las condiciones del ensayo. La

actividad relativa, fue calculada con respecto a la actividad inicial (Ec.1)

unidades enzimaticas finales *

% Actividad relativa = 100 Ec.1

unidades enzimaticas iniciales

4.6. Analisis estadistico
Para la prueba de seleccion inicial del aditivo bajo dos temperaturas, se hizo un
analisis de varianza ANOVA a los resultados del monitoreo final. Ademads, se
aplicaron pruebas post Hoc para realizar comparaciones multiples entre los
resultados. Adicionalmente se realiz6 una prueba de t- student para confirmar si
existian diferencias significativas entre los datos de las temperaturas para cada
aditivo. Por otro lado, los datos obtenidos en el disefio central compuesto fueron

analizados conforme al modelo obtenido.
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5. Resultados

Efecto del pH sobre la estabilidad del extracto enzimatico

Antes de realizar las pruebas de estabilidad se evalu6 la presencia de proteasas en el
extracto. De esta manera se siguié la metodologia descrita en el numeral 4.1.2 sin
evidenciar halos de hidrolisis alrededor de la muestra después del tiempo de incubacién.
Esto indica ausencia de actividad proteolitica en el extracto y por tanto se descarta su

efecto sobre la estabilidad de las enzimas en estudio.

Se evalué la estabilidad del extracto con actividad endoxilanasa bajo diferentes valores de
pH; utilizando el porcentaje de actividad relativa como variable respuesta. En la Figura
1, se muestra el efecto de cada pH sobre la estabilidad enzimatica y se observa que a
partir del pH 5 hasta el 9 la capacidad catalitica de la enzima en el extracto sobrepasa el
100% de actividad inicial. Los valores mas altos de actividad relativa corresponden a los
obtenidos bajo el pH 6y 7 (135 % y 137 % respectivamente); en contraste a pH 3 se
obtuvo el menor valor con un porcentaje de 87 %. Teniendo en cuenta que los valores
de pH menores o iguales a 6 se ajustaron con buffer citrato y a partir de 7 con buffer
fosfato, se opt6 por seleccionar el buffer de pH 6 para los siguientes experimentos. El
protocolo de medicién de actividad enzimadtica esta disefiado con buffer citrato y por esta

razén se tuvo preferencia por dicho valor de pH.
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Fig.1. Efecto de diferentes valores de pH sobre la estabilidad del extracto con actividad
endoxilanasa obtenido de Penzcillinm sp. HC1. Las pruebas se llevaron a cabo por 24 horas a
temperatura ambiente. Promedio de tres réplicas.

Almacenamiento del extracto enzimatico con diferentes aditivos.

En la Figura 2 se aprecia el comportamiento de la estabilidad enzimatica con respecto al
tiempo en presencia de glicerol al 5 % v/v, Tritén X-100 0,02 % p/v, sacarosa 0,3 M,
glicerol 5 % v/v con NaCl al 5 % p/v, buffer citrato y un control sin aditivo que consta
unicamente de extracto enzimatico. Aunque el experimento estaba dirigido hasta la
semana 8, se decidi6 terminar en la semana 6 dado que la actividad relativa estaba por
debajo del 50 %. El comportamiento de la actividad relativa bajo las dos temperaturas
muestra una tendencia descendente frente al incremento en el tiempo. La presencia de
los aditivos en todos los tratamientos muestra comportamientos distintos con respecto

al extracto sin aditivo (control).

En la semana 2 a 4 °C, la actividad del control fue de 82 % mientras que en los
tratamientos con triton X-100, glicerol, glicerol con NaCl y sacarosa es de 113 %, 103 %,
91 %, y 104 % respectivamente, siendo el triton el de mayor efecto positivo sobre la
estabilidad. A -20 °C , la presencia de aditivos mantiene la actividad relativa en 85 %,
91%, 96 % y 104 % respectivamente, a diferencia del control que muestra un valor de 82
%, siendo asi en este caso , la sacarosa con mejor efecto para esta temperatura. Los
resultados obtenidos con el buffer citrato: 83 % y 79 % a 4 y -20 °C, respectivamente,

son menores en comparacién con los demas aditivos.

Por otro lado, en la semana 4 el tritén X-100 sigue siendo el de mayor efecto estabilizante
a4 °C a diferencia de los tratamientos a -20 °C, donde la sacarosa y el glicerol se equiparan
en sus efectos, obteniendo resultados cercanos (50 % y 48 %, respectivamente). En este
caso el tritén logra mantener un 60 % de actividad relativa superando a los demas en este
tiempo a — 20 °C. Respecto al control sin aditivo, se aprecia que su comportamiento no
es diferente del extracto con buffer citrato, ambas graficas presentan igual tendencia en
la pérdida de activad. Con esto se evidencia que la enzima pierde su funcién desde la
semana 2 bajo las dos temperaturas y que en presencia del buffer citrato la actividad no

es conservada en el tiempo.
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Fig.2. Efecto del glicerol 5 % v/v, glicerol 5 % v/v con NaCl 5 % p/v, buffer citrato 0,1 M,
Sacarosa 0, 3 M, tritén X-100 0,02 % p/v sobre la estabilidad enzimatica, durante 6 semanas. A.
tratamientos evaluados a 4 °C. B. tratamientos evaluados a — 20 °C.

Para el tiempo final (semana 6) se hizo un analisis de varianza ANOVA para determinar
si habia diferencias significativas y después se llevaron a cabo pruebas post Hoc de
comparaciones multiples (Figura 3). La presencia del aditivo en el extracto evidencia un
efecto significativo (p<0,05) sobre la estabilidad enzimatica, en comparacién con la
temperatura (p= 0,090). La sacarosa y el glicerol a 4 °C permiten obtener la mayor
actividad relativa (52 % y 53% respectivamente) entre todos los tratamientos y, con
respecto al control, evidencia diferencias significativas (p<<0,05). Por otro lado, el buffer
cittato a 4 °C disminuye la estabilidad, siendo el de menor efecto entre todos los

tratamientos.

24



60rg,f

. r
€ e e
s (W 5
= dih S ag ke
o b Rt | = ( 3
% 40 C_‘,:b L c’l) —
o a
-
[+
=
= 20
o
< B 4°C
0 ] -20°C
N N o > ) >
\\é}o %fg/ & écf’ A_L\Q p <§‘°
X o o Q'
& > <
) el

Fig.3. Efecto de cada aditivo en la estabilidad del extracto enzimatico con actividad endoxilanasa,
bajo dos temperaturas. Los datos pertenecen a la actividad relativa medida en la semana 6. Las
letras indican el grupo al que pertenece cada tratamiento, organizado por la prueba post Hoc,
utilizando el modelo Tukey de comparaciones multiples, donde las barras con igual letra
pertenecen al mismo subconjunto homogéneo, siendo diferentes estadisticamente entre grupos.

Para cada aditivo se realiz6 una prueba t student para comprar los resultados entre las
temperaturas. Se obtuvo que el glicerol y el triton X-100 no evidencian diferencias
significativas al ser aplicado tanto a 4 como a -20 °C. En contraste la sacarosa, el glicerol
con NaCl y el buffer citrato presentan diferencias significativas, asi como el control sin

aditivo (extracto enzimatico).

Teniendo en cuenta esto y debido a que entre los tratamientos con mejor efecto
estabilizante (glicerol y sacarosa), no existen diferencias significativas, ambos podtian
evidenciar el mismo impacto sobre el extracto. Aun asi, el glicerol fue seleccionado como
aditivo para optimizar su concentracién, por su ficil manejo en el proceso de

preparacion.

Evaluacion del aditivo con mejor efecto estabilizante a diferentes
concentraciones.

Una vez seleccionado el glicerol como el aditivo que permite mantener mayor porcentaje
de actividad enzimatica en el tiempo, teniendo en cuenta su practicidad de manejo, se
realizo la optimizacion de este en presencia de sulfato de manganeso y cloruro de calcio.

Estas sales han evidenciado efectos positivos sobre la estabilidad de varias enzimas,

25



incluyendo las endoxilanasas, asi pues con el propésito de elevar la capacidad
estabilizante del aditivo, se evaluaron dichas sales en combinacién con el glicerol. Para
esto fue realizado un disefio central compuesto (DCC), mediante el programa Design
Expert 9.0.6, teniendo como factores la concentracién de MnSO,4 (mM), CaCl, (mM) y

de glicerol (% v/v), y el porcentaje de actividad relativa como variable respuesta.

Finalizado el tiempo de prueba (8 semanas), los resultados obtenidos en la semana 4, 6 y
8 ajustaron a un modelo cuadritico, siendo los valores de R* 0,6653, 0,7305 , 0,7130,
respectivamente. Ademas, al realizar el ANOVA para cada modelo, se obtuvo un valor
de p <0,0001 en los tiempos mencionados, indicando estadisticamente la validez de cada
uno. Por otro lado, los resultados de la semana 0 y 2, no se ajustaron a ningiin modelo.
El comportamiento de la actividad relativa con respecto a las diferentes concentraciones
del aditivo y las sales, fue visualizado por la grafica superficie respuesta construida de

acuerdo al modelo obtenido para cada tiempo (Figura 4).

Segin los resultados obtenidos por el analisis ANOVA, en la semana 4, la concentracion
del glicerol y la concentracion del sulfato de manganeso afectan de manera significativa
la actividad relativa de la enzima (p < 0,0001 y p= 0,0028, respectivamente). En la semana
8 se obtiene el mismo efecto del glicerol con un valor de p < 0,0001, aunque, el cloruro
de calcio (p= 0,0114) se muestra como el otro factor con efecto significativo sobre la
actividad relativa Asi mismo, las interacciones entre estas variables en sus respectivos
tiempos, son significativas. No obstante, el factor que mayor incide sobre la variable
respuesta es la concentraciéon de glicerol, teniendo el valor F mas alto para la semana 4,

6y 8(21,77 y 57, 71, respectivamente) (ver Anexo 2).

Adicionalmente, las ecuaciones determinadas para cada modelo, evidencian que la
presencia de glicerol en combinacion con las sales muestra un efecto negativo sobre la
actividad relativa. Esto es posible apreciarlo en el comportamiento de las graficas de
supetficie (Figura 4). Se observa que en todos los tiempos de monitoreo, el punto mas
alto de actividad relativa se encuentra en la minima concentracion de glicerol. Ademas,
aunque los puntos axiales -1,5 y + 1,5 no se encuentran graficados, es importante resaltar
que en el nivel -1,5 del glicerol (0,8 % v/v), evidencié el mayor porcentaje de actividad

relativa en todos los tiempos monitoreados.
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Fig. 4. Efecto de la concetracion de glicerol , sulfato de manganeso y cloruro de calcio sobre la
actividad relativa en diferentes tiempos. (A-B) semana 4, (C-D) semana 6, (E-F) semana 8.

Discusion

La estabilidad enzimatica se ve influenciada por factores como temperatura y pH. Este
ultimo desempefia un papel importante en las aplicaciones industriales que presentan las
endoxilanasas (Collins et al. 2005). El efecto del pH sobre la estabilidad del extracto, fue
evaluado en las condiciones ya mencionadas. Las enzimas producidas por Pencillinm sp
HCI1, presentan un amplio rango de estabilidad de pH que va desde 3 hasta 9, donde el
minimo valor de actividad relativa es de 87 %(Figura 1). En otros estudios, se ha
evidenciado estabilidad entre 4-8 durante 24 horas (Silva et al. 2015), 6-10 durante 1 hora
(Maitan-Alfenas et al. 2016) y 5-8 por 3 horas (Catvalho et al. 2017) para xilanasas
producidas por Trichoderma inbatum, Aspregillus niger 'y Trichoderma  stomaticum,

respectivamente. Aunque para otros hongos como Penicillinm purpurogenum, las xilanasas
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son estables dentro de un rango mas reducido (4,5-5,5) por un tiempo de 24 horas
(Belancic et al. 1995). Estas discordancias se atribuyen a las diferencias entre las
estructuras proteicas sintetizadas por diferentes cepas. A pesar de ser una protefna con
la misma actividad catalitica, existen variaciones en las secuencias de aminodcidos que

conforman la enzima dando lugar a comportamientos variables frentes a determinadas

condiciones (Anad et al. 1990).

La reduccién de la actividad enzimatica a pH 3, se atribuye a la desnaturalizacion de la
proteina o modificacion de residuos de aminoacidos de los sitios activos por la
concentracién de hidrogeniones (Pandey & Pandey 2002). Ademas de esto, se aprecia
que a partir del pH 5, la actividad se encuentra por encima del 100% con respecto a la
inicial. Aunque la presencia de hidrogeniones o iones hidroxilo pueden alterar las cargas
de los aminoacidos, los iones presentes en las soluciones amortiguadoras estarfan
formando puentes salinos, que dan lugar a la formacién de una estructura mas rigida y
estable, ademds de actuar como posibles cofactores que podtian estar causando el

aumento de la actividad enzimatica por encima de la inicial (Collins et al. 2005; Spickermann

etal. 2014).

Una vez establecido el pH que favorece la estabilidad de la enzima, se evaluaron los
aditivos reportados en la literatura: glicerol, glicerol con NaCl, sacarosa, triton X-100 y el
mismo buffer citrato seleccionado previamente. De acuerdo con el analisis de varianza,
la temperatura no presenté un efecto significativo sobre la actividad relativa. El glicerol
y la sacarosa evidenciaron los mejores efectos estabilizantes al mantener la actividad del
extracto durante seis semanas en un 53 y 52%, respectivamente a 4 °C (Figura 3). La
efectividad del glicerol para mantener la actividad catalitica ha sido reportada para
diferentes enzimas como 3-manasa (Zhang et al. 2002), pirofosfatasa (Zancan & Sola-
Penna 2005) y xilanasas (Singh et al. 2000), donde este aditivo ha logrado mantener, entre
un 80 y 100% la actividad inicial, a diferentes temperaturas. El glicerol es un poliol que
favorece las interacciones hidrofdbicas y la hidratacién preferencial de las proteinas
(Zhang et al. 2002). Este reordenamiento de las moléculas de agua en la superficie de la
proteina genera una capa rigida a su alrededor, favoreciendo dichas interacciones en los
centros cataliticos de la enzima, mejorando la estabilidad (Balcao & Vila 2015; Chong et

al 2014; Costa et al. 2002).
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De la misma forma, la sacarosa demostréd un efecto estabilizante en los tiempos
monitoreados (Figura 2). Este aztcar es frecuentemente aplicado en la conservacion de
anticuerpos liofilizados (Chang et al. 2005) y se ha encontrado que presenta un efecto
positivo en el almacenamiento de fosforilasa (Stirangsan et al. 2011), luciferasa (Mehrabi
et al. 2008), alcohol deshidrogenasa (Spickermann et al. 2014) y lactato deshidrogenasa
(Kawai & Suzuki 2007), obteniendo mas de un 80% de actividad relativa después de un
petiodo de tiempo entre 9 y 25 semanas. A este aditivo, también se le atribuye el
mecanismo de hidratacion preferencial para conservar la conformaciéon nativa de las
proteinas (Balcao & Vila 2015). Sin embargo, dado a las concentraciones que se deben
utilizar para lograr buenos resultados, el manejo en el laboratorio se hace dispendioso,

por lo que su aplicacién no seria la mas apropiada.

Con respecto al tritén X-100, se comprobd su efecto positivo en la estabilidad del
extracto (Figura 3), y la actividad relativa presente no supera a aquellos aditivos ya
mencionados. Diferentes estudios han demostrado el efecto estabilizante de este
detergente, sobre diversas enzimas, tal es el caso de las lacasas (Azimi et al 2016) y
amilasas (Yoon & Robit 2005; Takeda & Hizukuri 1972), las cuales han evidenciado
actividades relativas del 80 y 100% respectivamente. El triton X-100, es un surfactante
no iénico que interactia con la enzima a través de fuerzas hidrofébicas generadas por la
cadena alquilo y fuerzas electrostaticas mediadas por el grupo funcional del detergente.
Las cadenas alquilo interactian con los residuos hidréfobos de las proteinas, mientras
que el grupo funcional interactia con los residuos de aminoacidos cargados. Estas
interacciones inducen cambios en la conformacién de la enzima, donde el detergente
forma una estructura tipo barril alrededor de la molécula, disminuyendo la entropia y por
tanto fendémenos de desnaturalizacién que pueden llevar a la pérdida de la actividad

(Azimi et al 2016; Yoon & Robit 2005).

Aun cuando el glicerol mostré un efecto estabilizante, se esperaba que la combinacién
con NaCl, permitiera mejorar esta capacidad, asi como se ha reportado en otros estudios
(Ban et al 2017; Gupta et al 2014). Sin embargo, a pesar que en las primeras semanas
(Figura 2) logra mantener la actividad inicial de las enzimas por encima del 80 %, en la
semana 6, no hay diferencias significativas con respecto al control bajo las dos
temperaturas, en comparaciéon con los demads aditivos (Figura 3). Esto podtia ser

consecuencia de la interaccion de los iones de las sales a los enlaces peptidicos de la
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proteina. Estos enlaces interactian como fuerzas dipolo-dipolo; debido a la carga parcial
positiva sobre el grupo amino y la carga parcial negativa en el oxigeno del grupo
carbonilo. Los iones pueden unirse a dichos enlaces, desestabilizaindolos y
desencadenando posibles rompimientos que conllevan a la perturbacién del estado

nativo de la proteina y por tanto a la pérdida de su funcién (Chi et al 2003; Schmid 1979).

Si bien en diferente grado, todos los aditivos evaluados presentaron un efecto positivo
sobre la estabilidad, el buffer citrato no mostré ningun efecto, siendo su tendencia igual
a la evidenciada por el control sin aditivo (extracto enzimatico) (Figura 3). Esto
comprueba que el efecto estabilizante es resultado de la presencia de los aditivos
evaluados y no del buffer citrato utilizado como solvente en la preparacién de los
mismos. En contraste con estos resultados, se ha reportado la conservaciéon de la
actividad catalitica inicial de xilanasas almacenadas a 4 °C, entre 1 y 6 meses, en presencia
de buffer citrato (Shah & Madamwar 2005 ; Matsuo & Yasui, 1988; Stuttgen & Sahm,
1982). Sin embargo, la enzima utilizada en dichos estudios se encuentra purificada, lo que
difiere de los tratamientos realizados en este trabajo, donde esta se utilizé en forma de
extracto enzimitico. Ademis como se mencioné anteriormente, la variacion en la
composiciéon de aminodcidos entre enzimas de igual actividad catalitica, influyen
directamente en la conformacién de la proteina haciéndola mds o menos propensa a

fenomenos desnaturalizacion (Anad et al. 1990; Collins et al. 2005).

Como se ha visto, los aditivos presentan efecto directo en la estabilidad de la enzima
durante el tiempo evaluado a las dos temperaturas. Tanto el glicerol como el triton X-
100 no evidencian diferencias significativas entre las dos temperaturas, siendo posible
aplicarlos tanto a 4 como a -20 °C, ampliando las posibilidades de uso. Sin embargo, a 4
°C es rapido el proceso de analisis dado que no es necesario descongelar la muestra. Con
respecto a los tratamientos en presencia de glicerol con NaCl existen diferencias
significativas de acuerdo a la prueba t- student. Esto puede ser consecuencia de la
presencia del NaCl que afectarfa la conformacién de la enzima al someterse a
temperaturas de congelacion.

Este mismo fenémeno podria estar sucediendo en presencia del buffer citrato. Dado que
esta solucién solo presenta los iones que componen el buffer es posible que al ser
congelada la muestra, estos no contrarresten los efectos de la temperatura sobre la

enzima, dando lugar a la pérdida de actividad. Bajo estas condiciones, las interacciones
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hidréfobas de la proteina se ven alteradas y se afecta su conformacién, perdiendo
capacidad enzimatica (Schmid 1979). Por otro lado la sacarosa también evidencié
diferencias significativas entre las dos temperaturas, siendo a — 20 °C menor la actividad
relativa conservada con respecto a 4 °C. La formacion de cristales durante la congelacion
podria alterar el efecto estabilizante de la sacarosa evitando mantener la conformacion

de la proteina y asi conservar su funcién (Kerwin et al. 1998).

Ahora bien, una vez seleccionado el glicerol como aditivo para la optimizacién de su
concentracién, dado que permitié mantener la mayor actividad relativa durante el tiempo
evaluado ( Figura 2 y Figura 3) y teniendo en cuenta que el cloruro de calcio y sulfato de
manganeso han presentado efectos positivos en la estabilidad de xilanasas, potenciando
su actividad relativa por encima del 100 % (Knob et al. 2013; Silva et al. 2015), se realizé
un diseflo central compuesto teniendo como factores glicerol, cloruro de calcio y sulfato
de manganeso. Para cada tiempo, excepto el inicial y la semana 2, se ajusté un modelo
cuadratico (Anexo 2). En todos los tiempos hubo una influencia significativa de los tres
factores sobre la actividad relativa, principalmente del glicerol. Se esperaba que en
presencia de estas sales el efecto estabilizante fuera mejorado, sin embargo los resultados
mostraron lo contrario. En la Figura 1 se aprecia que en la semana 0, la actividad relativa
en presencia glicerol al 5% v/v es del 53 % y en la Figura 4, en presencia de las sales, a
esta misma concentracion, en lugar de aumentar la respuesta como se tenfa previsto,
disminuye hasta un 22 %. Esto indica que la presencia de iones en dicho poliol conlleva
a una alteracién de la enzima que puede ser dada por cambios en su conformacién por
los fenémenos previamente mencionados, los cuales conducen a la reducciéon de la

actividad catalitica.

Es importante resaltar que en los estudios de Knob et al. (2013) y Silva et al. (2015), las
xilanasas utilizadas han sido purificadas. Siendo asi ocurre la misma situacion
previamente citada, donde la forma de aplicacion de la enzima altera los resultados, en
este caso, en el extracto podrian haber residuos de la solucién de sales que componen el
medio, donde el sulfato de manganeso y el cloruro de calcio hacen parte de su
composiciéon. Es posible que al adicionar estas dos como parte del proceso de
estabilizacién de las enzimas, haya un exceso de iones disueltos que contribuyen a la
reduccién de la actividad enzimatica. Una elevada concentracién de estos compuestos

puede generar alteracion en la distribucion de las cargas superficiales (Ban et al 2017),
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cambios en los puentes de hidrégeno y las interacciones hidrofébicas de ciertas zonas de
la macromolécula, pero especialmente desarrollar cambios conformacionales en los sitios

activos que generan el descenso de la actividad enzimatica (Janati-Fard et al. 2018).

Por otro lado, vale destacar nuevamente que el tipo de aminoacidos que conforman las
enzimas desempefian un papel vital en su estabilidad (Collins et al. 2005, Lanyi et al. 1974,
Madern et al. 2000). La presencia de cargas negativas, positivas y grupos tanto hidrofilicos
como hidrofébicos contribuye por un lado a la formacién de enlaces no covalentes que
daran lugar a la estructura funcional y por otro lado, pueden interactuar con iones o
macromoléculas, que dependiendo de las concentraciones, favorecen o alteran la
conformacién nativa de la proteina (Hoon 2012). Estos eventos son frecuentes cuando
la enzima es almacenada en soluciones que no han sido previamente purificadas y por

tanto se desconoce su composicion.
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7. Conclusiones

Las endoxilanasas producidas por Penicillium sp HC1 presentan un rango de estabilidad a
diferentes valores de pH que abarca tanto valores acidos como alcalinos, lo que pueden

ser de interés a nivel industrial.

El glicerol y la sacarosa son aditivos que permiten prolongar la estabilidad de las
endoxilanasas presentes en el extracto enzimatico obtenido de Penicillinm sp HC1, bajo

condiciones de almacenamiento.
El cloruro de calcio y el sulfato de manganeso intervienen de una forma negativa en el

efecto estabilizante del glicerol, impidiendo mantener la actividad enzimatica del extracto

durante el periodo de almacenamiento.
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8. Recomendaciones

Realizar la optimizaciéon de la concentracion de glicerol como aditivo en ausencia de
cloruro de calcio y sulfato de manganeso con el fin de establecer si mejora la estabilidad

de las endoxilanasas presentes en el extracto proveniente del cultivo de Penicillinm sp.

Dado que cada extracto enzimatico de endoxilanasas obtenido a partir del cultivo con
Penicillinm sp. puede presentar unidades iniciales enzimaticas diferentes, se recomienda
evaluar si dichas unidades altas (alrededor de 100.000) puede presentar diferencias con
uno de baja actividad (aproximadamente 20.000 unidades) con el aditivo y bajo las

condiciones seleccionadas en este trabajo.
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10. Anexos
10.1. Anexo 1. Curva patrén de xilosa con DNS
Esta curva se us6 para la cuantificacién de actividad enzimatica de endoxilanasas
y = 0,554x + 0,0396 R? = 0,9965
1,2
1,0 4

0,8

0,6

Absorbancia 540nm

04

012 T T T T T T T 1
0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 1,2 1.4 1,6 1,8

Concentracion de xilosa g/T.

10.2. Anexo 2. Analisis estadistico ANOVA para los modelos cuadraticos

Response 2 Activi relativa sem 4

ANOVA for Response Surface Quadratic model
Analysis of variance table [Partial sum of squares - Type 111]

Sum of Mean F  p-value
Source Squares df Square Value Prob > F
Model 84016 9 9335 817 =0.0001 significant
A-Aditive 248.63 1 248.63 21.77 < 0.0001
B-CaCi2 40.65 1 40.65 356 00671
C-Sulfato Mn 11686 1 1lo&6 1023 0.0028
AB 351 1 351 031 05825
AC 130.86 1 13086 1146  0.0017
BC &83.32 1 &332 730 0.0104
A2 46.80 1 4680 410  0.0502
B2 2922 1 2922 256 01182
o2 44.71 1 4471 391 00553
Residual 4225937 1142

Lackof Fit 20834 5 4167 622  0.0004 significant
Pure Error 2142532 6.70
Cor Total 1262.75 46
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Response 4 Act relativa sem 6

ANOVA for Response Surface Quadratic model
Analysis of variance table [Partial sum of squares - Type I11]

Source

Model

A-Aditivo

B-CaCi2

C-Sulfato Mn

AB

AC

BC

Ar2

B2

2

Residual
Lack of Fit

Pure Error

Cor Total

Sum of

248.68 9
2895 1
1568 1
66.76 1
3820 1
2009 1
2594 1
19.82 1
19.76 1

193 1
91.75 37
69.28 3
22,47 32

340.43 46

Mean

27.63
28.95
15.68
66.76
38.20
20.09
25.94
19.82
19.76

1.93

2.48
13.86

0.70

F  p-value

Squares df Square Value Prob >F

11.14 < 0.0001 significant
11.67  0.0016
6.32  0.0i64
26.92 < 0.0001
1540 0.0004
810 0.0072
10.46  0.0026
7.99  0.0075
7.97  0.0076
0.78 03828
19.73 = 0.0001 significant
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Response 3 Actv relativa sem 8

ANOVA for Response Surface Quadratic model
Analysis of variance table [Partial sum of squares - Type 111]

Sum of

Source
Model 29584 9
A-Aditivo 18574 1
B-CaCi2 2285 1
C-Sulfato Mn 10.66 1
AB 17.68 1
AC 437 1
BC 349 1
A2 1357 1
B2 816 I
o2 834 1
Residual 119.09 37

Lackof Fit 9853 §

Pure Error 20,56 32
Cor Total 414,93 46

Mean

Squares df Square

32.87
185.74
22,85
10.66
17.68
4.37
3.49
13.57
816
8.34
322
19.71
0.64

F p-value
Value Prob>F
10.21 < 0.0001
F2.71 =< 0.0001
710 00114
331 0.0769
549 0.0246
1.36 02513
108 03047
422 00471
254 01198
259 01159

significant

30.67 < 0.0001 significant
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