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Agricultural waste is an excellent source of renewable organic matter and its main compound is
lignocellulose which is made up of lignin, pectin, cellulose and hemicelluloses. Xylan is the main
component of hemicelluloses and is the second most abundant natural renewable polysaccharide
available on earth. It is a complex heteropolysaccharide formed by different monosaccharides such
as D-xylose, L-arabinose, D-galactose, D-mannose and organic acids such as acetic acid, ferulic acid,
glucuronic acid interlinked with the help of ester and glycosidic bonds. Xylan biodegradation is a
complex process that requires the participation of a series of esterases and glycosyl hydrolases. The
suitability of glycosyl hydrolases for applications in paper and pulp, feed, and biorefinery has led to
increasing demand for these enzymes worldwide. The present review provides an insight into the
biochemistry and use of fungal glycosyl hydrolases in the industry as an emerging ecological tool.

RESUMEN

Los desechos agricolas son una excelente fuente de materia organica renovable y su principal compuesto es la lignocelulosa
formada por lignina, pectina, celulosa y hemicelulosas. El xilano es el principal componente de las hemicelulosas y es el
segundo polisacarido renovable natural mas abundante disponible en la tierra. Es un heteropolisacarido complejo formado
por diferentes monosacaridos como D-xilosa, L-arabinosa, D-galactosa, D-manosa y acidos organicos como acido acético, acido
fertlico, acido glucurénico entrelazados con la ayuda de enlaces éster y glicosidico. La biodegradacién del xilano es un proceso
complejo que necesita la participacion de una serie de esterasas y glicosil hidrolasa. La idoneidad de las glicosil hidrolasa
para su aplicacion en papel y pulpa, alimentos, biorrefineria ha llevado a un aumento en la demanda de estas enzimas a nivel
mundial. La presente revision da una idea de la bioquimica y el uso de las glicosil hidrolasas fingicas en la industria como una

herramienta ecoldgica emergente.
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INTRODUCCION:

Actualmente se elimina enormes cantidades de bio-
masa vegetal, producto de los desechos de procesos
agroindustriales, generando problemas ambientales.
Debido al bajo costo de esta materia prima, se han rea-
lizado grandes esfuerzos para encontrar nuevos usos
y mejorar los procesos para su utilizacién. La biomasa
vegetal, compuesta por plantas lefiosas y no lefiosas,
estd formada mayoritariamente por lignocelulosa, la
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cual puede potencialmente convertirse en produc-
tos con valor agregado, incluyendo biocombustibles y
compuestos quimicos (Malherbe y Cloete, 2003).

La lignocelulosa presente en la pared celular vege-
tal provee la flexibilidad necesaria que facilita el cre-
cimiento y desarrollo de la planta, dandole la fuerza y
rigidez que necesita para enfrentar los ataques fisicos y
microbianos. Lalignocelulosa, como sunombre lo indi-
ca, consisten en lignina (15-20%), hemicelulosas (25-
30 %) y celulosa (40-50 %) (Gray et al., 2006; Singla et
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al, 2012). Estos componentes juntos forman una red
compleja tridimensional con la ayuda de interacciones
covalentes y no covalentes (Sanchez, 2009).

El xilano es el segundo polisacarido mas abundante
que cubre el 33% de la biomasa lignocelulésica total
que se encuentra en el mundo (Walia et al.,, 2017). La
degradacidn del xilano es un proceso complejo que re-
quiere de diferentes enzimas que comprenden xilana-
sas, xilosidasas, glucuronidasas, acetilxilano esterasas,
arabinofuranosidasas, feruloil esterasas entre otras
(Walia et al., 2017; Romero-Fernandez et al., 2018).
Debido a que existe la necesidad de seleccionar mi-
croorganismos potentes para la producciéon de estas
enzimas, se crecen estos microorganismos en diferen-
tes fuentes de carbono de bajo costo, como lo son los
residuos agroindustriales (Castilho et al., 2000; Pana-
giotou et al,, 2003). La purificacién del extracto crudo
es un requisito previo para obtener enzimas puras y
su caracterizacion ayuda a dilucidar su estabilidad y
especificidad hacia diferentes sustratos. Esto permite
la seleccién del proceso industrial adecuado en que
pueden ser utilizadas. Esta revision da una visién de la
clasificacion de estas enzimas, su modo de accién y da
un enfoque biotecnolégico de la utilizacidn de estas en-
zimas en la industria.

Composicion estructural de la lignocelulosa.

Celulosa: Es el principal polisacarido de la pared celu-
lar, y consiste en un homopolimero lineal de residuos
de B-D-glucopiranosa. Este polisacarido, que es insolu-
ble en agua, se dispone en cadenas paralelas formando
una estructura cristalina y también presenta regiones
no cristalinas (Lin et al., 1987).

Hemicelulosas: Son los polisacaridos mas abundan-
tes y ampliamente distribuidos en el reino vegetal
después de la celulosa. Este grupo de heteropolisaca-
ridos, extraibles por alcali, se puede clasificar en ara-
binanos, mananos, galactanos o xilanos dependiendo
del monoémero del cual estd constituida su cadena
central (Whistler y Richards, 1970); a su vez, esta
cadena principal puede tener diversas sustituciones.
Las hemicelulosas se asocian con la celulosa mediante
puentes de hidrégeno y fuerzas de Van der Waals (Fi-
lligham, 1999).

Lignina: Es un polifenol heterogéneo, cuyo principal
monoémero es el p-hidroxifenilpropano, el cual al en-
trelazarse genera productos aromdticos complejos. La
lignina presenta entrecruzamiento con la celulosa y
las hemicelulosas. Dos tipos de enlaces covalentes han
sido identificados en plantas (Fry, 1986): el entrecruza-
miento formado por acido difertlico, que se encuentra
por ejemplo entre lignina y xilano de trigo (Bach Tu-
yet Lam et al., 1992) y el entrecruzamiento tipo éster,

entre acido glucurénico del xilano y lignina, que se ha
identificado en el xilano de madera de haya (Imamura
etal, 1994).

Proteinas estructurales: Se encuentran en una menor
proporcion con respecto a los polisacaridos ya mencio-
nados; éstas se clasifican segiin el aminoacido que se
encuentre de forma predominante. Asi, es posible en-
contrar glicoproteinas ricas en hidroxiprolina (HRGP),
en glicina (GRP) o en prolina (PRP) (Taiz y Zeiger, 2006).

Dentro de estos componentes de los residuos agro-
industriales, nos centraremos en las hemicelulosas y su
principal representante que es el xilano.

Degradacion enzimatica del xilano.

La degradacién de hemicelulosas es un proceso
complejo, debido a su composicién heterogénea y la
variada estructura de los polisacaridos que la confor-
man. El xilano es uno de los componentes principales
de las hemicelulosas. Es un heteroglicano compuesto
por una cadena principal de residuos de xilopiranosa
unidos por enlaces § (1 = 4), con una variedad de sus-
tituyentes unidos por enlaces glicosidicos o éster. En el
caso de la paja de cereales, el principal sustituyente es
la L-arabinosa (arabinoxilano). Sustituyentes adicio-
nales son los acidos cindmicos, que estan unidos a los
residuos de arabinosa (Kabel et al., 2007).

Para llevar a cabo la degradacion se requiere de en-
zimas capaces de hidrolizar los enlaces glicosidicos y
ésteres presentes en €l (ver Figura 1).

Glicosil Hidrolasas.

Las glicosil hidrolasas (glicanasas) comprenden: a)
Endo-B-xilanasas (E.C 3.2.1.8): cortan al azar residuos
de la cadena principal de xilano, generando una mezcla
de xilooligosacaridos (Collins et al., 2005; Chavez et al.,
2006), b) B-xilosidasas (E.C 3.2.1.37): hidrolizan disa-
caridos y oligosacaridos pequefios de xilosa (Ravanal
et al, 2013; Faundez et al.,, 2019) c) a-glucuronidasas
(E.C 3.2.1.139): remueven los residuos de metil glucu-
ronato (Rosaetal., 2013).d) a-L-arabinofuranosidasas
(EC 3.2.1.55): liberan arabinosa de las ramificaciones
del xilano (Ravanal et al ., 2010; Ravanal y Eyzaguirre,
2015).

Esterasas.

Las esterasas incluyen: a) Acetil xilano esterasas
(E.C 3.1.1.72): hidrolizan grupos acetatos (Gordillo et
al., 2006). b) Feruloil esterasas (E.C 3.1.1.73): liberan
acido ferulico o cumarico de las ramificaciones del xila-
no (Williamson et al., 1998).

Dentro de estos dos grupos nos enfocaremos en las
enzimas que degradan los enlaces glicosidicos.
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Figura 1. Estructura simplificada del xilano indicando las enzimas involucradas en su degradacién. Este se compone de una
cadena principal de residuos de xilosa unidos por enlaces 3 (1—4) y por sustituciones de arabinosa, acido acético, acido
fertlico o cumarico y acido metilglucurdnico unido a la xilosa de cadena principal. (Adaptado de Shallom y Shoham, 2003).

Figure 1. Simplified structure of xylan indicating the enzymes involved in its degradation. Itis composed of a backbone of xylose
residues linked by 8 (1—4) bonds and by substitutions of arabinose, acetic acid, ferulic or coumaric acid, and methylglucuronic
acid linked to the backbone xylose. (Adapted from Shallom and Shoham, 2003).

Mecanismo de accion de las enzimas glicosil
hidrolasas.

La hidrolisis del enlace glicosidico catalizada por
las distintas variedades de glicosil hidrolasas, esta
mediada por la accién de dos residuos cataliticos (gru-
pos carboxilo de aspartato o glutamato) presentes en
el sitio activo: uno actiia como dador de protones y el
otro como nucledfilo o base. El enlace glicosidico puede
hidrolizarse de dos formas distintas, basandose en la
configuracién del carbono anomérico resultante de la
hidrélisis. Si la configuracién anomérica se mantiene,
el mecanismo de accion es con retencién (Figura 2a),
mientras que en el mecanismo de inversion la configu-
racién anomérica cambia (Figura 2b).

Las glicosil hidrolasas que retienen su configu-
racién, tienen una distancia de separacién de los dos
carboxilos cataliticos de aproximadamente 5,5 A, mien-
tras que en las enzimas que invierten su configuracion,
su distancia es de alrededor de 10 A (Rye y Withers,
2000).

Aplicaciones en la industria de las glicosil
hidrolasa.

En la actualidad son numerosos los residuos y dese-
chos que se generan a partir de procesos agroindustria-
les, como lo es en la industria azucarera, del arroz, maiz
y cereales. Dentro de estos residuos podemos encon-
trar sustratos particularmente utiles para el desarrollo
y crecimiento de hongos como la coseta de remolacha,
la paja de trigo y de arroz, coronta de maiz, cdscara de
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Figura 2. Mecanismo de hidroélisis del enlace glicosidico. El
esquema representa lo que ocurre en el sitio catalitico de
las glicosil hidrolasas que opera mediante (a) mecanismo de
retencion (b) mecanismo de inversion. Adaptado de Rye y
Withers (2000).

Figure 2. Mechanism of glycosidic bond hydrolysis. The
diagram represents what happens in the catalytic site of
glycosyl hydrolases that operates through (a) retaining
mechanism (b) inverting mechanism. Adapted from Rye and
Withers (2000).
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platano, bagazo de cafla de azucar y otras frutas que
son ricas en celulosa, hemicelulosas y pectinas (John et
al., 2007; Cintra et al., 2020).

Los cultivos de hongos resultan promisorios para
este tipo de aplicaciones ya que se ha descubierto un
enorme potencial para optimizar la produccién de en-
zimas de interés biotecnoldgico (Sanghi et al.,, 2008).
Brasil, una potencia agroindustrial, le ha dado especial
importancia al cultivo de hongos utilizando como sus-
tratos residuos provenientes de la agroindustria (Cas-
tilho et al., 2000; Panagiotou et al., 2003). Esto ha sido
motivado por la bisqueda de soluciones energéticas
tales como la produccién de biocombustibles, la pro-
duccién de biopesticidas, compuestos aromaticos, etc.
(Soccol y Vanderberghe, 2003).

Los hongos de los géneros Aspergillus y Trichoder-
ma son bien conocidos por ser potentes productores
de glicosil hidrolasas y mas ampliamente utilizado para
la produccién comercial de estas enzimas. También se
encuentran estudios con Tielavia terrestris, (Garcia-
Huante et al., 2017), Achaetomium sp. X2-8 (Chadha et
al, 2019), Rhizomucor pusillus (Hiittner et al., 2018),
Rasamsonia emersonii, (Martinez et al., 2016), Tala-
romyces leycettanus (Wang et al., 2017), Aspergillus
oryzae LC1 (Bhardwaj et al., 2019), Aspergillus fumiga-
tus MA28 (Bajaj y Abbass, 2011) y Cladosporium oxys-
porum (Guan et al., 2016) entre otros.

La industria panadera y la calidad del pan.

El trigo es una de las plantas alimenticias de mas ex-
tenso cultivo en el mundo, y es consumido en diferentes
formas. El pan es el principal producto del trigo y debe
ser almacenado para su posterior consumo. El endure-

cimiento del pan es probablemente el principal proble-
ma en la industria panadera, lo que lleva a cuantiosas
pérdidas econdmicas. Los arabinoxilanos son compo-
nentes importantes del pan y su rol en la textura y du-
reza de éste han sido estudiados (Gobbetti et al. 1999).

Los arabinoxilanos son polimeros heterogéneos y
se ha propuesto diferentes estructuras para el arabi-
noxilano del trigo. Por ejemplo, Gruppen et al. (1993)
propusieron la existencia de dos regiones: una region
muy sustituida con residuos de arabinosa unidos al
carbono 2 y/6 3 de la xilosa y una regién que presenta
algunas ramificaciones de arabinosa. Estos arabinoxi-
lanos pueden ser escasamente hidrolizados por enzi-
mas presentes en la harina de trigo, por lo cual es im-
portante la adicion de enzimas xilanoliticas: xilanasas,
xilosidasas y arabinofuranosidasas para la mayor pro-
duccién de xilosa y arabinosa (Figura 3). Estos mono-
sacaridos son posteriormente fermentados por la bac-
teria acido lactica Lactobacillus hilgardii, aumentando
la produccion de 4cido acético y CO,, responsables del
sabor y la porosidad del pan (Fessas y Schiraldi, 1998;
Jiménez y Martinez-Anaya, 1999; Gobbetti et al., 1999).
Asi, las arabinofuranosidasas y [-xilosidasas mejoran
la calidad del pan y retrasan su endurecimiento, otor-
gando beneficios econémicos a la industria panadera
(Martinez-Anaya y Devesa, 1999).

La industria vitivinicola y el aroma de los vinos.

El caracter varietal de los vinos esta dado por ter-
penos, los cuales son los componentes mayoritarios
que conforman el aroma. Los terpenos estan presen-
tes en dos fracciones distintas: una libre, que contri-
buye directamente al aroma y otra ligada a azucares.

Xilanasas
NR

QROFIRORO

Arabinofuranosidasas

Xilosidasas

Arabinofuranosidasas

Figura 3. Acci6én de enzimas xilanoliticas sobre arabinoxilano del trigo: La cadena principal del arabinoxilano es de residuos

de xilosa (i2—x) unido a residuos de arabinosa en el carbono 2 (3), en el carbono 3 (<>’O) y en ambos carbonos 2, 3 (:

<@). En

(A) se sefiala los sitios de corte de las xilanasas y arabinofuranosidasas. En (B) se indica los sitios de corte por 3-xilosidasas y
arabinofuranosidasas sobre un producto de la accién de las xilanasas. NR: extremo no reductor. Adaptado de Lee et al., 2003.

Figure 3. The action of xylanolytic enzymes on wheat arabinoxylan: The main chain of arabinoxylan is xylose residues (:2—x)

linked to arabinose residues at carbon 2 (3), at carbon 3 (Q’o) and at both carbons 2, 3 [dg

)- In (A) the cleavage sites of the

xylanases and arabinofuranosidases are indicated. In (B) the sites of cleavage by f-xylosidases and arabinofuranosidases on a
product of the action of the xylanases are indicated. NR: non-reducing end. Adapted from Lee et al., 2003.
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Esta segunda forma es cuantitativamente superior a
la primera y casi no sufre cambios durante el proceso
de fermentacién de los mostos, llevado a cabo por Sa-
ccharomyces cerevisiae. Asi, el tratamiento con diferen-
tes glicosil hidrolasas, entre las que se encuentran las
a-L-arabinofuranosidasas y 3-D-xilosidasas, puede ser
usado para promover las propiedades organolépticas
del vino. Actualmente las enzimas producidas a escala
industrial y usadas en la aromatizacién de vinos y otras
bebidas alcoholicas provienen del hongo Aspergillus ni-
ger (Biskup et al.,, 1993).

Los terpenos ligados a azlcares siempre estan uni-
dos a glucosa (monoglicésidos), a su vez, este monosa-
carido puede estar unido a arabinosa, ramnosa, xilosa o
apiosa (diglicésidos). Estos precursores no volatiles de
los aromas se muestran en la Figura 4.

Los terpenos glicosilados pueden ser potencial-
mente aprovechados para incrementar el aroma del
vino. La acciéon secuencial de dos glicosil hidrolasas so-
bre los terpenos diglicosilados produce la liberacién de
terpenos. En un primer paso, dependiendo de la natu-
raleza del azucar, actian las a-L-arabinofuranosidasa,
a-L-ramnosidasa, -D-xilosidasa o [-D-apiosidasa, li-
berandose arabinosa, ramnosa, xilosa o apiosa. Poste-
riormente actdan las -glucosidasas que cortan el en-
lace entre los terpenos y la glucosa, liberandose asi los
monoterpenos responsables del aroma (Giinata et al.,
1988). Los monoterpenos presentes en estos glicosi-
dos son geraniol, nerol, citronelol, linalol y a-terpineol,
entre otros.

Enzimas que degradan los desechos agricolas

La industria papeleray el bioblanqueamiento de
la pulpa de celulosa.

Tradicionalmente se requieren dos procesos para la
obtencién de una pulpa de celulosa pura: cocimiento y
blanqueamiento. Estos procesos utilizan principalmen-
te hidroxido de sodio y diéxido de cloro, para degradar
la lignina presente en la pulpa y responsable del color.
La mayoria de las industrias que producen celulosa
no recuperan los compuestos organoclorados, los que
son altamente toxicos y mutagénicos. Las regulacio-
nes medioambientales incluyen restricciones en el uso
de compuestos clorados en la industria de la celulosa,
especialmente en Europa Occidental y Norte América
(Aragjo et al., 1999). Por ello ha surgido un especial in-
terés en el bioblanqueamiento, como una buena alter-
nativa en el pre-blanqueado de la celulosa.

En el bioblanqueamiento se ha utilizado xilanasas
que permiten un reemplazo de 5-7 kg de diéxido de
cloro por tonelada de pulpa y una disminucién de 2-4
unidades del niimero Kappa, indice del contenido de
lignina en la pulpa de celulosa. La eficiencia de las xila-
nasas de diferentes hongos ha sido descrita en: Asper-
gillus kawachii (Tenkanen et al,. 1997); Aspergillus ory-
zae (Christov et al., 1999); Aspergillus nidulans KK-99
(Tanejaetal, 2002). También se ha observado sinergis-
mo entre xilanasas y arabinofuranosidasas de Bacillus
stearothermophilus en la remocién de un 19% de ligni-
na de la pulpa kraft en condiciones alcalinas (Bezalel et
al, 1993). La forma exacta en que actian las enzimas
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Figura 4. Representacion esquematica de terpenos glicosilados: Mono y diglicésidos han sido identificados como precursores

del aroma. Adaptado de Williams et al., 1993.

Figure 4. Schematic representation of glycosylated terpenes: Mono and diglycosides have been identified as aroma precursors.

Adapted from Williams et al., 1993.
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xilanoliticas en el proceso de bioblanqueamiento no
estd clara, pero existen algunas hipdtesis para explicar-
la. Una de ellas apunta a que estas enzimas remueven
el xilano que se encuentra en la superficie de la pulpa,
y de esta manera aumenta la permeabilidad de la fibra
facilitando el acceso a la lignina (Viikari et al., 1994).
Una segunda teoria, basada en el estudio de la estruc-
tura de la madera, indica que la lignina esta ligada a po-
lisacaridos a través de complejos, por ejemplo, lignina-
xilano, asi al actuar las enzimas xilanoliticas arrastran
también la lignina unida (Buchert et al.,, 1992).

La industria de los biocombustibles y produccion
de bioetanol.

La produccion de bioetanol a partir de almidon de
maiz fue introducida en Estados Unidos en 1900, esta-
bleciéndose como una energia segura y generando un
positivo impacto en el drea rural (Bothast y Schlicher,
2005). Esta corresponde a la primera generacién de
agrocombustibles, que se obtiene a partir de cultivos
como cafia de azucar, maiz y soya.

Por otra parte, también es posible obtener etanol
celulésico, llamado de “segunda generacién”, que com-
prende la conversion enzimadtica de celulosa y hemice-
lulosas en monosacaridos para su posterior fermen-
tacion. La complejidad y heterogeneidad de los arabi-
noxilanos de las hemicelulosas requiere de complejos
sistemas enzimaticos que conviertan estos sustratos en
azucares fermentables. Tal complejo enzimatico debe
incluir enzimas desramificantes que hidrolicen las ca-
denas laterales a monosacaridos. La accién sinérgica
de las arabinofuranosidasas con otras enzimas ligno-
celuloliticas, las convierte en agentes adecuados en la
sacarificacion de varios residuos agricolas para la pro-
duccién de biocombustibles (Saha, 2003).

Industria de la producciéon de alimento para
animales.

Las hemicelulosas (principalmente xilanos) repre-
sentan entre el 30 y 40% de los carbohidratos totales
del forraje. Su contribucion a la energia dietaria dis-
ponible para los animales estd a menudo disminuida
debido a la baja digestibilidad del forraje (Dehority,
1965). El incremento en su digestibilidad esta corre-
lacionado con la disminucién del grado de sustitucién
de los polimeros de hemicelulosas. Por tanto, la pre-
sencia de residuos de L-arabinosa dificulta la hidro-
lisis total de los xilanos y ademas restringe la accién
de otras glicanasas (Greve et al., 1984; Kormelink y
Voragen, 1993). Se ha visto que el uso comercial de
preparaciones enzimaticas que contienen arabinofu-
ranosidasas aumenta la efectividad de las endoxila-
nasas debido a que estas ultimas prefieren regiones
no sustituidas del xilano como sustrato, lo que resulta

en la disminucion de la viscosidad de estos alimentos
(Mathlouthi et al., 2002).

La industria acuicola y los prebioticos para peces.

El término prebidtico se refiere a fibras no dige-
ribles que estimulan el crecimiento de las bacterias
intestinales beneficiosas en el huésped y activan el
sistema inmunolégico (Roberfroid, 2005). Son agen-
tes naturales que se utilizan para controlar enferme-
dades y mejorar la salud del animal (Silva y Nornberg,
2003; Huebner et al., 2007). Algunos de los prebioticos
mas comunmente aislados de la agricultura incluyen:
1) inulina (Buclaw, 2016); 2) fructooligosacaridos
(FOS) presentes en cebada, trigo y centeno (Fuller y
Gibson, 1998); 3) xilooligosacaridos (XOS), producidos
a partir de algunos desechos agroindustriales (mazor-
cas de maiz, cascaras de arroz y paja de cebada) por
la accién de xilanasas y arabinofuranosidasas sobre el
xilano (Nabarlatz et al., 2007); 4) arabinoxilooligosaca-
ridos (AXOS) contenidos en la pared celular de muchos
cereales producto de la hidrolisis de xilanasas sobre el
xilano (Grootaert et al.,, 2007). Los efectos directos de
los prebidticos sobre la activacidn del sistema inmuno-
légico de los peces son de dos formas: A) mediante la
estimulacion directa del sistema inmunolégico innato,
o B) mediante la mejora del crecimiento del microbiota
comensal (Song et al., 2014).

CONCLUSION

La degradacién enzimatica del xilano presente en
los desechos agricolas requiere de la accién sinérgica
de las xilanasas y otras enzimas desramificantes. Estas
enzimas actian como una alternativa “verde” a los pro-
cesos industriales ya existentes para el procesamiento
de xilano en diferentes productos de importancia in-
dustrial como papel, alimentos y biocombustibles en-
tre otros. La aplicacién de estas glicosil hidrolasas en
la produccion de los productos mencionados anterior-
mente puede regular la economia global del proceso.
Por lo tanto, el método ya existente se puede mejorar
mas o se pueden desarrollar nuevas estrategias para
una produccién mejorada y rentable de estas enzimas
con las caracteristicas deseadas.
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