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RESUMEN 

 

Trichoderma atroviride LMB 117 y Phlebia brevispora BAF633 son hongos de la provincia 

de Misiones que producen las enzimas xilanasa y lacasa. Mediante técnicas de biología molecular 

e ingeniería genética, los genes que codifican para dichas enzimas, se clonaron y expresaron en 

la levadura GRAS Kluyveromyces lactis GG799. Tras la optimización en la producción y la 

caracterización enzimática, se procedió a la purificación de las enzimas recombinantes. Con éstas 

se prepararon panificados con harina de trigo para evaluar el efecto en la mejora de las 

propiedades de dichos productos. Los resultados revelaron que la incorporación de xilanasa y 

lacasa tuvo un impacto positivo en cuanto a propiedades texturales como masticabilidad, 

elasticidad y cohesividad, lo que sugiere que dichas enzimas podrían ser utilizadas como 

mejoradores naturales en la producción de panificados. 

En este sentido, la presente investigación representa un avance significativo en la 

aplicación de xilanasas y lacasas provenientes de hongos de Misiones para la mejora de 

productos de panificados. El proceso de obtención, clonación, expresión y purificación de estas 

enzimas representa nuevas posibilidades en la industria alimentaria, ofreciendo una alternativa 

más sostenible y natural para la optimización de los productos de panadería. 

 

 

  



 

 

ABSTRACT 

 

Trichoderma atroviride LMB 117 and Phlebia brevispora BAF633 are fungi from the 

Misiones province known for their production of xylanase and laccase enzymes. Through the 

application of molecular biology techniques and genetic engineering, the genes responsible for 

these enzymes were successfully cloned and expressed in the Generally Recognized as Safe 

(GRAS) yeast strain Kluyveromyces lactis GG799. Subsequent to optimizing production and 

enzymatic characterization, the recombinant enzymes were purified. These purified enzymes 

were then utilized in the formulation of baked goods using wheat flour to assess their impact on 

product properties. 

The findings from this study revealed a positive influence on textural properties such as 

chewiness, elasticity, and cohesiveness following the incorporation of xylanase and laccase. This 

suggests that these enzymes have the potential to serve as natural enhancers in baked goods 

production. In this regard, the present research signifies a noteworthy advancement in the 

application of xylanases and laccases from Misiones fungi for the enhancement of bakery 

products. The process of obtaining, cloning, expressing, and purifying these enzymes introduces 

new possibilities within the food industry, offering a more sustainable and natural alternative for 

optimizing bakery products. 
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1 CAPÍTULO I: INTRODUCCIÓN  

 

Las enzimas son catalizadores biológicos en un gran número de procesos tanto 

industriales como biotecnológicos. El desarrollo de tecnologías enzimáticas y la continua 

investigación en este campo se deben a que la aplicación de enzimas ofrece un gran potencial 

en diversas áreas. Tradicionalmente, las fuentes enzimáticas han sido principalmente 

microorganismos, plantas y animales. Sin embargo, se ha observado que las fuentes nativas 

no siempre son capaces de producir cantidades suficientes de enzimas para satisfacer las 

crecientes demandas de las diferentes industrias. Esta limitación cuantitativa ha llevado a la 

búsqueda de nuevas estrategias de producción enzimáticas para optimizar su rendimiento y 

aprovechar su potencial en aplicaciones industriales.  

La necesidad de superar esta limitación ha impulsado la investigación en el ámbito de 

la ingeniería enzimática, con el objetivo de mejorar la producción, purificación y estabilidad 

de las enzimas para satisfacer la creciente demanda en distintos sectores de la industria. 

Debido a los altos costos de producción y purificación, las enzimas necesarias en 

diferentes procesos productivos no pueden obtenerse en cantidades suficientes para una 

aplicación biotecnológica sustentable. Considerando la relación costo- beneficio, una 

alternativa es expresar el gen de interés en un hospedero adecuado, clonarlo, expresarlo y 

purificarlo.  

Esta tesis doctoral plantea, en primer lugar, el diseño de un protocolo que permita 

obtener las enzimas xilanasa y lacasa recombinantes, partiendo de hongos autóctonos de la 

provincia de Misiones, purificarlas y finalmente utilizarlas en la elaboración de panificados. 

Además, se propone evaluar el efecto de xilanasas y lacasas en los panificados. Esto 
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representaría una alternativa eficiente y sostenible para la industria panadera, ya que 

reduciría la utilización de aditivos químicos en la generación de sus productos. Además, podrá 

contribuir a satisfacer la demanda de panificados de alta calidad y promover la sostenibilidad 

en su producción y elaboración. 
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1.1 El trigo   

 

El trigo ha sido un cultivo fundamental en áreas templadas desde tiempos 

prehistóricos, debido a que es un recurso básico para la elaboración de alimentos destinados 

tanto a seres humanos como al ganado. Se lo reconoce por sus altas cualidades nutricionales, 

ya que su composición es rica en almidón, nitrógeno, micronutrientes y fibra dietética, pero 

también se sabe que puede tener efectos adversos en personas sensibles que padecen 

enfermedad celíaca, intolerancia o alergia al trigo.  

Este cereal es la base para la fabricación de una diversidad de alimentos (Chaudhary y 

col., 2021). De hecho, se estima que la producción mundial de trigo para el año 2020 alcanzó 

aproximadamente 761 millones de toneladas contenidas en un área de 219 millones de 

hectáreas. Las dos especies de trigo más cultivadas en el mundo son el trigo común (Triticum 

aestivum L.) y el trigo túrgido (Triticum turgidum L.) (Shewry y Hey 2015), representando el 

primero del 95% de la producción mundial. 

Se estima que los alimentos elaborados a base de trigo pueden proporcionar 

aproximadamente el 20% de los requerimientos energéticos de la población (Wieser y col., 

2020). Por esta razón, se utiliza en una amplia variedad de alimentos y bebidas, desde la 

producción de pan, pasta y fideos orientales (Goel y col., 2021), hasta la elaboración de 

cervezas y bebidas destiladas (Shengli y col., 2009). Además, el trigo es el ingrediente principal 

en los panes típicos, aunque éstos también se pueden producir utilizando diferentes tipos de 

harinas de cereales. 

1.1.1 La harina de trigo en la elaboración de productos panificados 
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La cocción de pan fermentado con levadura es uno de los procesos biotecnológicos 

más antiguos debido a su papel fundamental en la dieta humana. Este alimento es consumido 

regularmente por habitantes de Europa, Medio Oriente, India, América y Oceanía. En la 

elaboración de panificados, una vez mezclada la harina, la levadura y el agua, comienzan 

complejos procesos bioquímicos y biofísicos, catalizados tanto por las enzimas del trigo como 

por la levadura, iniciando así la formación de la masa. Estos procesos continúan en el 

horneado, lo que caracteriza la producción de un pan típico.  

La harina de trigo es una mezcla de almidón, gluten, lípidos, polisacáridos no amiláceos 

y enzimas. El almidón es el principal componente de los productos panificados. Actúa como 

espesante, aglutinante de agua, estabilizador de emulsiones, agente gelificante y sustituto de 

grasa (Wang y col., 2015). Se trata del polisacárido de reserva más abundante e importante 

en muchas plantas, incluidos los cereales, y se encuentra en forma de gránulos semi cristalinos 

intracelulares.  

A nivel molecular, los componentes principales del almidón son los polímeros de 

glucosa amilosa y amilopectina. La amilosa es una molécula esencialmente lineal, compuesta 

por hasta 6000 unidades de glucosa con enlaces α-(1,4)-glucosídicos (Fig. 1). La amilopectina 

es un polisacárido altamente ramificado compuesto por cadenas lineales cortas unidas en 

enlaces α-1,4 de 10 a 60 unidades de glucosa y cadenas laterales unidas en enlaces α-1,6 con 

15 a 4 unidades de glucosa (Fig. 2), y contiene un promedio de 2 millones de unidades de 

glucosa. 

Si bien es cierto que muchos componentes de la harina, como el almidón, los 

arabinoxilanos y los lípidos afectan las propiedades reológicas de la masa de los panificados, 

(Yazar y col., 2021), el gluten le proporciona extensibilidad, viscosidad, elasticidad, cohesión y 

contribuye a su capacidad de absorción de agua (Li y col., 2023). 
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Figura 1: Estructura de la cadena de amilosa, asumida como una espiral levógira debido a los enlaces 
glucosídicos α (1→4) (n = 500 – 6000 unidades de α-D glucopiranosilo).  

Tomado de Miguel y col. (2013). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2: Estructura parcial de la molécula de amilopectina con sitios de acción de enzimas amilolíticas 
representados por flechas: (a) α-amilasas; (b) amiloglucosidasas; (c) β-amilasas; (d) isoamilasas y pululanasas. 

Se muestran los enlaces glucosídicos α (1→4) entre las unidades de glucosa en la cadena lineal y un enlace 
glucosídico α (1→6) a una cadena lateral del polisacárido. Tomado de Valencia y col., 2007. 

 

 

La capacidad única de la harina de trigo para formar una masa viscoelástica con 

propiedades de retención de gases se debe principalmente a las proteínas del gluten, que son 

las principales proteínas de almacenamiento del trigo y tienen un papel esencial en la 
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elaboración del pan (Bonilla y col., 2020). En este sentido, las gliadinas son conocidas por su 

rol, junto con la glutenina, en la formación del gluten. Estas proteínas son esenciales ya que 

permiten el leudado y que los panes adquieran la forma adecuada durante la cocción. 

Las gliadinas monoméricas son proteínas globulares con pesos moleculares que oscilan 

entre 30.000 y 80.000 Da y se clasifican en tres grupos: α-/β-gliadinas, que son solubles en 

alcoholes de bajo porcentaje, γ-gliadinas, correspondiente a la forma ancestral de la gliadina 

rica en cistina con solo puentes disulfuros intercatenarios y ω-gliadinas, que son solubles en 

acetonitrilos de alto porcentaje (30-50% acídicos). Por su parte, las gluteninas poliméricas 

consisten en una mezcla heterogénea de polímeros lineales con un amplio rango de peso 

molecular, que abarca desde los 300.000 hasta los 900.000 Da, compuestas de subunidades 

de glutenina reticuladas por enlaces disulfuro que están bioquímicamente relacionadas con 

las gliadinas. Los enlaces disulfuro intermoleculares estabilizan los polímeros de glutenina 

(Iqbal y col., 2023).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3: Dibujo esquemático de la estructura de las proteínas del gluten, donde las gliadinas están 
representadas por esferas y las gluteninas por filamentos. La estructura más voluminosa en la parte superior 

muestra el gas retenido en la red de gluten y la consiguiente expansión del volumen de la masa observada en el 
proceso de horneado. La estructura más delgada en la parte inferior representa la plasticidad, la extensibilidad 

y las propiedades viscosas de la matriz de gluten. Tomado de Miguel y col. (2013). 

 

https://es.wikipedia.org/wiki/Glutenina
https://es.wikipedia.org/wiki/Gluten
https://es.wikipedia.org/wiki/Prote%C3%ADna
https://es.wikipedia.org/wiki/Cistina
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Las gliadinas aportan principalmente las propiedades de plasticidad, extensibilidad y 

viscosidad a la masa de harina de trigo, mientras que las gluteninas son más bien responsables 

de la elasticidad y la fuerza cohesiva. (Fig. 3). Aspectos como la estructura del polímero de 

glutenina, la distribución de tamaño y la composición de subunidades, así como la proporción 

de gliadina/glutenina son importantes para determinar el contenido de gluten, su calidad y el 

potencial panificable de la harina de trigo (Cao y col., 2023). 

Los polisacáridos no amiláceos de los cereales son los que conforman la fibra dietética, 

y están compuestos principalmente de arabinoxilanos, β-glucano y péptidos de 

arabinogalactano. Los arabinoxilanos constituyen la mayor fracción de polisacáridos no 

amiláceos de las paredes celulares de muchos cereales, como el trigo y el centeno, 

representando un promedio del 2 al 3% de la harina. Se trata de polisacáridos dispersos con 

propiedades estructurales similares, teniendo entre un 0,31 a 0,69% de fracciones extraíbles 

con agua (WE-AX; water extraction arabinoxilans) y un 70-85% de fracciones no extraíbles con 

agua (WN-AX water non extraction arabinoxilans) (Autio, 2006, Iqbal y col., 2023). 

Los menores constituyentes de la harina son los arabinoxilanos. Éstos tienen la 

capacidad de afectar significativamente las propiedades de la masa y el producto horneado 

final y la capacidad para absorber aproximadamente 10 veces su peso en agua. Poseen un 

esqueleto de D-xilopiranosilo unido a β-1,4 sustituido con residuos de α-L-arabinofuranosa en 

las posiciones C(O)3 y/o C(O)2. Los residuos de arabinosa se pueden acoplar aún más en el 

C(O)5 al ácido ferúlico a través de un enlace éster (Figura 4).  

Los arabinoxilanos y arabinogalactanos poseen importantes propiedades funcionales 

para la industria cerealera. Pueden afectar el desarrollo y la estabilidad de la masa, 

modificando su capacidad de absorción de agua. Los arabinoxilanos no extraíbles compiten 

con el gluten por la absorción del agua, interfieren en el proceso de formación de la red y la 
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formación del film proteico durante el proceso de mezclado. Por su parte, los arabinoxilanos 

extraíbles de peso molecular intermedio, favorecen el aumento de volumen (Li y col., 2022). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4: Estructura parcial de un arabinoxilano: una cadena principal lineal formada por xilano (un pentosano 
que consiste en unidades D-xilosa conectadas por enlaces β (1→4), unidas aleatoriamente a residuos de L-

arabinofuranosa por enlaces α (1→3) o α (1→2). Tomada de Miguel y col. (2013). 

 

1.1.2 Proceso de elaboración de panificados 

 

El proceso de elaboración del pan consta de diversas etapas, que varían según el 

sistema de elaboración y el tipo de pan. 

En primer lugar, se encuentra el amasado, cuyo objetivo es lograr la mezcla íntima de 

los ingredientes y obtener, por medio del trabajo mecánico, una masa plástica y oxigenada. 

Posteriormente, la masa se divide en trozos y se realiza una etapa de reposo para permitir su 

recuperación después de la desgasificación. Esta etapa se lleva a cabo a temperatura 

ambiente. La fermentación es otra etapa crucial, en la cual las levaduras transforman los 

azúcares fermentables en etanol, CO2 y otros productos secundarios. Este proceso tiene como 

propósito lograr la esponjosidad del pan y mejorar su sabor. Se produce durante el tiempo 

que transcurre desde que se mezclan todos los ingredientes (amasado) hasta que, el interior 

de la masa, ya dentro del horno, llegue a 50 ºC. Por último, durante el horneado, el calor 
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aplicado al almidón presente en la harina provoca la ruptura de los enlaces entre las moléculas 

de amilosa y amilopectina, lo que resulta en la gelatinización del almidón. Esto transforma la 

masa fermentada en pan, mediante la evaporación del etanol producido en la fermentación y 

parte del agua contenida en la masa, la coagulación de las proteínas, la transformación del 

almidón en dextrinas y azúcares menores y el oscurecimiento de la corteza. Este paso se 

realiza a temperaturas que van desde los 220 a los 260 ºC, aunque el interior de la masa nunca 

llega a los 100 ºC. 

1.1.2.1  Cambios en el proceso de horneado 

 

Durante el proceso de horneado, se producen cambios en la estructura del pan. El 

calor, la humedad y el tiempo inducen la gelatinización y la formación de pasta del almidón lo 

que, junto con el endurecimiento por calor de las proteínas del gluten, genera la típica 

estructura del pan horneado. Asimismo, la red de gluten se convierte en una estructura 

continua permanente de redes amorfas, transitorias y gelatinizadas de almidón. Los gránulos 

de almidón gelatinizados hinchados se deforman, parte de los polímeros de almidón se filtran 

fuera de ellos y forman una red continua en la miga del pan. 

Por otra parte, durante el proceso de horneado, la red transitoria de gluten formada 

en la masa, se convierte en una red continua y permanente debido a modificaciones en la 

hidrofobicidad de la superficie de la proteína, intercambios de sulfhidrilo/disulfuro y la 

formación de nuevos enlaces cruzados de disulfuro (Pareyt y col., 2011). 

Los cambios macroscópicos durante el horneado incluyen una mayor expansión de la 

masa y el oscurecimiento de su corteza, lo que está directamente relacionado con los azúcares 

reductores (glucosa, fructosa, maltosa, entro otros), que, durante el calentamiento, se 

caramelizan y reaccionan con los grupos de aminoácidos libres de las proteínas. A este efecto 
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se lo conoce como “reacción de Maillard”. El horneado también origina un cambio en el sabor, 

que le otorga al pan su olor característico. 

Durante el enfriamiento se producen interacciones adicionales entre los biopolímeros 

en la miga de pan, como la formación de estructuras de amilosa y complejos de inclusión con 

lípidos polares. Estas interacciones dan como resultado una miga blanda en el pan fresco. 

1.1.3 Agregado de productos químicos a panificados 

 

Aunque el pan tiene cinco ingredientes básicos (harina, levadura, agua, aceite y sal), la 

industria panadera busca constantemente alternativas para mejorar sus formulaciones, 

pretendiendo extender la vida útil, mejorar la cohesión, viscosidad y elasticidad de la masa, 

aumentar el volumen, la estructura de las migas, el sabor y el color del producto final o bien 

estandarizar la producción (Vargas y col., 2021).  

En este sentido, agentes oxidantes, reductores, tampones, enzimas, mejoradores/ 

acondicionadores de masa y conservantes, son solo algunos ingredientes de una larga lista 

que se utilizan como aditivos en los panificados para lograr diferentes propósitos. Se trata de 

químicos muchas veces dañinos, que pueden conducir a diferentes tipos de problemas en la 

salud (Vargas y col., 2021). Azodicarbonamida (ADA), ácido ascórbico (AA), bromato de 

potasio (PB), ácidos propiónicos y sórbicos, están prohibidos en la Unión Europea, pero, aun 

así, los siguen utilizando como aditivos en países como EEUU, Canadá, Brasil, sin importar sus 

efectos cancerígenos o que sean los causales de enfermedades crónicas, como es el caso de 

la ADA y el PB, (Daud, y col., 2016).  

En los últimos años, los consumidores han mostrado preocupación por la presencia de 

aditivos y conservantes en los panificados (Sheikholeslami y col., 2020), exigiendo productos 

más naturales y orgánicos, libres de aditivos dañinos para la salud. La industria ha respondido 
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a esta demanda buscando formulaciones alternativas para reemplazar aditivos químicos con 

ingredientes naturales. En este sentido, el concepto de “clean level”, que traducido del inglés 

significa “etiqueta limpia”, se ha desarrollado en respuesta a esta demanda, para identificar 

aquellos productos estándares más naturales y saludables (Rahman y col., 2022).  

1.1.3.1 Enzimas 
 

Las enzimas son proteínas especializadas que funcionan como catalizadores 

bioquímicos, acelerando la velocidad de reacción. En la mayoría de los casos, son de 

naturaleza proteica y son esenciales para los seres vivos. También son ampliamente utilizadas 

en diferentes tipos de industrias.  

El uso de enzimas se remonta mucho antes de que se reconociera su capacidad para 

catalizar reacciones y su naturaleza química (Chen y col., 2020). Su uso en diversas 

formulaciones, ha aumentado después de la Segunda Guerra Mundial debido a los grandes 

avances en la industria microbiológica y en la ingeniería bioquímica (Illanes, 2008).  

Actualmente, al menos el 50% de las enzimas comerciales se obtienen de organismos 

modificados genéticamente mediante ingeniería genética y proteica. Las enzimas se utilizan 

para convertir la materia prima en el producto principal, en condiciones óptimas y controladas 

para incrementar su potencial catalítico o bien para alterar una característica funcional del 

producto como aditivos, aunque en este último caso es más difícil asegurar condiciones 

óptimas y controlar la reacción enzimática (Shevkani, 2021). 

Las enzimas tienen aplicaciones en áreas tan diversas como alimentos, bebidas, 

detergentes, textiles, lavandería, curtiembre, y así también en las industrias farmacéutica y 

cosmética. Estas aplicaciones constituyen más del 80% del mercado mundial de enzimas 
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(Shevkani 2021), siendo la industria alimentaria la que representa la mayor parte del mercado 

(Fernandez y col., 2023). 

1.1.3.1.1  Mecanismo de acción enzimática en productos panificados 
 

Las enzimas desempeñan un papel importante en la elaboración de productos 

panificados, ya que pueden mejorar aspectos cualitativos como el sabor, el volumen, la 

estructura de la miga y la durabilidad del pan (Dong y Karboune. 2020). Su uso ha aumentado 

especialmente en la industria panadera debido a la mecanización del proceso de panificación 

y la demanda de productos naturales (Nieter y col., 2016).  

Las enzimas utilizadas en la elaboración de panificados, actúan sobre los principales 

polímeros de la harina, como la amilosa y la amilopectina, las proteínas formadoras de gluten 

y los arabinoxilanos e interaccionan con la masa otorgándole propiedades beneficiosas. Esto 

ocurre cuando los componentes de la harina son hidrolizados parcialmente por enzimas 

amilasas, lipasas, proteasas y xilanasas, o cuando son polimerizados a través de glucosa 

oxidasas (GOX), transglutaminasas o lacasas (Gioia y col., 2017). 

1.1.3.2 Enzimas utilizadas en productos panificados 
 

 La elaboración de los panificados comprende el uso de enzimas provenientes de tres 

fuentes: las enzimas endógenas de la harina, las enzimas asociadas con la actividad metabólica 

de los microorganismos dominantes y las enzimas exógenas añadidas a la masa (Raveendran 

y col., 2018). Estas pueden ser agregadas individualmente o en mezclas, si responden de 

manera sinérgica en la producción. 

1.1.3.2.1 Hidrolasas EC 3 utilizadas en productos panarios 
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Las hidrolasas son enzimas que se encargan de hidrolizar distintos tipos de enlaces 

químicos en muchos compuestos diferentes, los principales son los enlaces éster, los 

glucosídicos y los peptídicos. 

El procesamiento industrial del almidón comienza comúnmente con α-amilasas (α-1,4-

glucanohidrolasa). La mayoría de las enzimas conversoras de almidón pertenecen a la familia 

de las α-amilasas o a la familia de las glicosil hidrolasas (GH), según la secuencia de 

aminoácidos y las similitudes estructurales. 

Las α-amilasas (EC 3.2.1.1) son endoenzimas que catalizan la escisión de los enlaces α-

1,4-glucosídicos en la parte interna de la cadena de amilosa o amilopectina. Los productos 

finales de la acción de la α-amilasa son oligosacáridos con configuración α y longitud variable, 

y las dextrinas límite α, que son oligosacáridos ramificados (Tebben y col., 2018). Estas 

enzimas pueden obtenerse de fuentes de cereales, hongos, bacterias y bacterias modificadas 

biotecnológicamente. Las diferencias en el número de sitios de unión y la ubicación de las 

regiones catalíticas, determinan la especificidad de sustrato de las α-amilasas, la longitud de 

los fragmentos de oligosacáridos liberados después de la hidrólisis y, en consecuencia, el perfil 

de carbohidratos del producto final. 

Las enzimas amilasas α maltogénicas (EC 3.2.1.133) son eficientes tanto para retrasar 

el envejecimiento del pan debido a la retrogradación del almidón, como para disminuir la 

dureza de los productos de trigo (Tebben y col., 2020).  

La enzima amiloglucosidasa exoactiva (EC 3.2.1.3) cataliza la ruptura de enlaces α−1,4 

y, en menor medida, enlaces α−1,6 glucosídicos. Este tipo de enzimas se utiliza para reducir el 

tiempo de horneado y mejorar el color de la miga del pan, debido a la generación de glucosa 

durante la reacción de Maillard (Struyf y col., 2017).  

https://www.lifeder.com/enlace-quimico/
https://www.lifeder.com/enlace-quimico/
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Por otro lado, las proteasas 3.4 pueden subdividirse en dos grandes grupos según su 

sitio de acción: exopeptidasas y endopeptidasas. Las exopeptidasas escinden el enlace 

peptídico próximo a los extremos amino o carboxi del sustrato, mientras que las 

endopeptidasas escinden los enlaces peptídicos alejados de los extremos del sustrato (Gioia y 

col., 2017). La mayor parte de la actividad proteolítica de las harinas de trigo y centeno 

corresponde a proteasas aspárticas y carboxipeptidasas, ambas activas a valores de pH ácido. 

Las proteasas que presentan pH óptimo entre 5 y 8, son generalmente las preferidas para su 

uso como mejoradoras de panificados (Gioia y col., 2017). Esto se debe a la hidrólisis de las 

proteínas formadoras de gluten por parte de las proteasas, que disminuyen la resistencia a la 

extensibilidad de la masa y mejoran la suavidad y elasticidad de la miga de los productos 

panificados. Estas enzimas se utilizan a gran escala en la producción comercial de diversos 

tipos de productos panificados. Se añaden con el objetivo de reducir el tiempo de amasado, 

disminuir la consistencia de la masa, asegurar su uniformidad, regular la fuerza del gluten en 

el pan, controlar la textura del y mejorar el sabor (Dai y Tyl, 2021). 

Las lipasas (EC 3.1.13) o triacilglicerol acil hidrolasas, hidrolizan triacilgliceroles (TAG) 

produciendo monoacilgliceroles (MAG), diacilgliceroles (DAG), glicerol y ácidos grasos libres. 

Estas enzimas se encuentran ampliamente en la naturaleza. Si bien están presentes en todos 

los granos de cereales, la actividad de la lipasa de la harina blanca suele ser baja como para 

evitar la acidez debido a la hidrólisis de los lípidos nativos. El uso de lipasas en el segmento de 

panificación es mucho más reciente en comparación con las α-amilasas y las proteasas, su 

introducción en el mercado data de principios de los años 1990. 

Las lipasas generan mono- y diacilgliceroles, modificando así el lípido endógeno (Melis 

y Delcour, 2020). Los lípidos no polares reducen el volumen del pan, mientras que los lípidos 

polares tienen el efecto contrario y se comportan de manera similar a algunos tensioactivos 
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de uso común. Ciertos estudios han informado que la enzima lipasa mejora el volumen de los 

panificados (Gerits y col., 2014), resultando en mayores cantidades de lípidos polares, como 

fosfolípidos y galactolípidos (Melis y col., 2019).  

Sin embargo, como el término lipasas se refiere a un grupo de enzimas que actúan 

sobre una amplia gama de sustratos, la hidrólisis de algunos lípidos puede ser beneficiosa para 

las propiedades de la masa y el pan, mientras que otros lípidos deben permanecer 

preferentemente intactos. Por lo tanto, no se puede esperar que con todas las lipasas se 

obtengan resultados similares en un sistema de masa de pan dado. En este sentido, Melis y 

Delcour (2020) resumieron las características de las lipasas relacionadas a un uso exitoso en 

la panificación y destacaron la importancia de lograr un perfil lipídico equilibrado. 

1.1.3.2.2  Endoxilanasas (EX) 
 

Las xilanasas o endo‐β‐(1,4) ‐ D‐xilanasas (EC 3.2.1.8) son enzimas hidrolíticas que se 

encuentran en bacterias, hongos y algunas plantas. Su función principal es descomponer la 

xilosa, un tipo de azúcar complejo presente en la hemicelulosa, que es un componente 

estructural de las plantas.  

En la industria de los panificados con harina de trigo, la xilanasa se utiliza como 

mejoradora de la calidad del pan. Esta enzima tiene la capacidad de romper los enlaces de 

xilanos presentes en la hemicelulosa de la harina, resultando en una mejora de la calidad de 

la masa y del producto final. La acción de la xilanasa ayuda a hidrolizar la hemicelulosa, 

disminuyendo el peso molecular y modificando su capacidad de absorción de agua, facilitando 

la fermentación de la levadura presente en la masa de pan, lo que otorga efectos beneficiosos 

en los panificados, ya que mejora la extensibilidad y elasticidad de la masa, facilita su manejo 

durante el proceso de panificación (Zhan y col., 2014) y favorece además la retención de agua 
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en la masa, resultando en una mayor humedad y una mejor textura del pan. Esta enzima 

también tiene un efecto positivo sobre la vida útil del panificado (Zheng y col., 2011). 

Para lograr estos efectos, es conveniente que la especificidad de las xilanasas sea alta 

para las fracciones no extraíbles de arabinoxilanos y baja con las fracciones extraíbles, además 

de tener baja sensibilidad a los inhibidores presentes en la harina. Asimismo, el pH y la 

temperatura óptima de actividad de la enzima influyen en el proceso de elaboración y las 

características finales del producto, siendo preferible el empleo de xilanasas con alta 

estabilidad térmica (Li y col., 2018).  

En la fig. 5 se observa la hidrólisis de arabinoxilanos por xilanasa. Esta ocurre dentro 

de la región no sustituida de la columna vertebral y da como resultado una reducción de la 

capacidad de retención de agua y la viscosidad (Fig. 5 A). El peróxido de hidrógeno producido 

después de la oxidación de β-D-glucopiranosa por glucosa oxidasa se puede utilizar para 

convertir grupos sulfhidrilo en enlaces disulfuro o para inducir enlaces cruzados en 

arabinoxilanos a través de la formación de deshidrodiferulato. (Fig. 5 B). Otras 

oxidorreductasas catalizan reacciones similares, pero usan sustratos adicionales o se oxidan 

en diferentes posiciones. En la fig. 5 C, se muestra la hidrólisis de arabinoxilanos no extraíbles 

en agua y como facilita la formación de red inducida por glucosa oxidasa. Si bien dicha 

hidrólisis también puede conducir a la reticulación de fragmentos de arabinoxilano, esos 

productos de reacción pueden ser lo suficientemente pequeños como para no interferir con 

la agregación de proteínas (mecanismo propuesto por Primo-Martín y col., 2005). Los enlaces 
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discontinuos entre las cadenas de proteínas en (B) y (C) representan interacciones no 

covalentes entre residuos peptídicos. 

Figura 5: Cambios moleculares inducidos por la adición de xilanasa (a), glucosa oxidasa (B) o ambas (C) a 
sistemas de masa de trigo. Tomado de Dai y Tyl (2021). 

 

1.1.3.2.3  Oxidasas EC 1 utilizadas en productos panarios 
 

Las oxidasas son enzimas que catalizan una reacción de oxidación/reducción 

empleando oxígeno molecular (O2) como aceptor de electrones. En estas reacciones el 

oxígeno se reduce a agua (H2O) o a peróxido de hidrógeno (H2O2).  

https://es.wikipedia.org/wiki/Cat%C3%A1lisis
https://es.wikipedia.org/wiki/Redox
https://es.wikipedia.org/wiki/Ox%C3%ADgeno
https://es.wikipedia.org/wiki/Aceptor_de_electrones
https://es.wikipedia.org/wiki/Agua
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La glucosa oxidasa (GOX EC 1.1.3.4), cataliza la oxidación de β-d-glucosa a δ-d-

gluconolactona y H2O2 (Bamburowicz Klimkowska y col., 2023) (Fig. 5 B). Esta enzima se puede 

obtener a partir de diferentes fuentes fúngicas, principalmente los géneros Aspergillus y 

Penicillium, siendo A. niger el más utilizado.  

El H2O2 generado en la reacción catalizada por esta enzima es utilizado por peroxidasas 

endógenas para oxidar grupos sulfhidrilo en gluteninas o para entrecruzar oxidativamente 

unidades de ácido ferúlico (Li y col., 2018). Estas reacciones pueden promover la gelificación 

de WE-AX, lo que aumenta la cantidad de agua retenida, ejerciendo así un efecto positivo 

sobre las características de la masa de trigo y del pan. Se ha informado que la adición de GOX 

fortalece la masa de pan, lo que se refleja en una mayor resistencia a la extensibilidad de la 

masa (Altinel y Ünal, 2017). 

La tirosinasa (EC 1.14.18.1) es una enzima que puede oxidar monofenoles, incluyendo 

la tirosina presente en las cadenas laterales de las proteínas. Esta enzima promueve el 

entrecruzamiento de proteínas como las gliadinas encontradas en el trigo. La tirosinasa 

mejora la polimerización de las globulinas de avena, fortaleciendo así la red de proteínas 

resultante y aumentando el volumen específico de pan de avena (Flander y col., 2011). Por 

otro lado, un estudio realizado por Manhivi y col., (2020) encontró una disminución de los 

grupos sulfhidrilo en el pan de amadumbe sin gluten suplementado con tirosinasa, lo que 

indica un aumento de los enlaces disulfuro y, como consecuencia, una red de proteínas más 

fuerte en este sistema sin gluten. 

1.1.3.2.3.1 Lacasa 1.10.3.2 

 

Las lacasas (EC 1.10.3.2) oxidan los compuestos fenólicos, como el ácido ferúlico y a un 

ritmo más lento la tirosina, a través de un proceso inducido por radicales libres (Pezzella y col., 
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2015) y, por lo tanto, promueve la reticulación de los polímeros de la harina de trigo, 

particularmente arabinoxilanos. También se informó que la gelación de los arabinoxilanos 

inducida por esta enzima es dependiente de la concentración inicial de ácido ferúlico. 

Asimismo, los radicales fenoxi pueden reducirse con tioles, como el glutatión o la cisteína, que 

conducen a la formación de enlaces disulfuro (Selinheimo y col., 2007).  

Se ha sugerido que la lacasa oxidaría en primer lugar a los arabinoxilanos en la masa, 

para lo cual, se propusieron dos explicaciones. Una de ellas es que la masa está formada por 

redes de gluten y arabinoxilanos interpenetrados o bien que las partículas gelificadas de 

arabinoxilano conforman una fase separada inmersa en la red de gluten. No se encontraron 

evidencias de la formación de redes entre el arabinoxilano y el gluten formando enlaces 

covalentes. Además, se ha demostrado que la red de arabinoxilanos evitaría la formación de 

la red de gluten (Autio, 2006). Se han utilizado lacasas para aumentar el volumen de los 

panificados, para mejorar sus migas y para extender su vida útil (Agrawal y col., 2018; Ayala 

Soto y col., 2017). Pueden mejorar el desarrollo y la estabilidad de la masa, optimizando su 

capacidad de absorción de agua. Estos polisacáridos también confieren viscosidad y aumentan 

la permeabilidad a los gases al contribuir a la elasticidad de la película proteica que los rodea. 

Además, durante la elaboración del pan, mejoran el volumen, otorgan la firmeza a la miga, 

reducen la retrogradación y, mejoran la vida útil y la estabilidad del pan (Zanini y col., 2022). 

En la provincia de Misiones, existen diversos tipos de microorganismos y hongos 

nativos que producen enzimas con propiedades beneficiosas para ser utilizada con el fin de 

mejorar las propiedades de los panificados. Sin embargo, el alto costo y la baja producción de 

las cepas nativas, así como la secreción de otros productos no deseados, limitan su aplicación 

industrial (Molina y col., 2023). Por lo tanto, es necesario buscar alternativas para obtener el 

producto deseado a través de un vector de expresión. 
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1.1.4 Proteínas recombinantes 

 

La Biología Molecular y la Biotecnología han sido una de las ramas de la Biología que 

más ha crecido durante los últimos años, tanto desde el punto de vista de sus contenidos 

como de su metodología. Sus aplicaciones se extienden a diversos campos de la Ciencia, 

logrando a través de sus avances importantes desarrollos en ambiente, alimentos, 

biomedicina y bioprocesos. El área de la biotecnología se encarga de producir enzimas que 

son ampliamente utilizadas en la vida cotidiana (Tripathi y col., 2019). Según un informe 

reciente de Market.biz, el mercado de las proteínas recombinantes ha experimentado un 

desarrollo excepcional durante el año 2022, y se espera un aumento exponencial hasta el año 

2030. Entre las empresas líderes en este sector a nivel mundial se encuentran Novozymes, 

Danisco, DSM, AB Enzymes, y BASF (Spohner y col., 2016). En Argentina, el mercado está 

representado por KECLON. Estos proveedores, son responsables de comercializar hormonas, 

factores de crecimiento, citoquinas, enzimas metabólicas, proteínas de plasma, factores 

recombinantes, que son utilizadas principalmente por empresas biofarmacéuticas, institutos 

académicos e investigadores.  

 Las proteínas recombinantes, también conocidas como proteínas quiméricas o 

heterólogas, son aquellas que se obtienen al expresar un gen clonado en una especie o línea 

celular diferente a la original.  

Para obtener una proteína recombinante, se parte de ADN recombinante, que es una 

molécula de ADN artificial formada de manera deliberada in vitro insertando secuencias de 

ADN provenientes de un organismo, en el genoma de uno diferente. Deben cumplirse las 

siguientes condiciones: 

⦁ El gen debe clonarse y caracterizarse. 
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⦁ El gen debe subclonarse en un vector de expresión adecuado, para luego transferirse a 

la célula donde se va a expresar. 

⦁   La proteína recombinante debe retener su funcionalidad biológica. 

La producción de proteínas recombinantes es uno de los aportes más importantes de 

la biotecnología moderna. Estas proteínas juegan un papel trascendental en el estudio de 

procesos biológicos. Para producirlas, se requiere el uso de un sistema de expresión, que se 

selecciona en función de las características y la aplicación prevista para la proteína (Tripathi y 

col., 2019). El sistema de expresión recombinante permite la obtención de enzimas fáciles de 

purificar y facilita la realización de estudios de ingeniería genética con el objetivo de obtener 

proteínas con las propiedades deseadas. 

Las proteínas recombinantes se pueden producir en diversos sistemas biológicos como 

bacterias, levaduras, insectos y mamíferos. En general, bacterias y levaduras son los sistemas 

más usados en la obtención de estas proteínas para su aplicación en panificados.  

La bacteria Escherichia coli fue el primer organismo utilizado para expresar proteínas 

recombinantes debido a su rápido crecimiento y facilidad de manipulación genética 

(Owczarek y col., 2019). Utilizando bacterias, se han producido enzimas con distintos objetivos 

en diversos tipos de panificados como amilasas y maltotetra hidrolasas para retrasar el 

envejecimiento (Lin y col., 2023; Su y col., 2020), proteasas para aumentar el valor nutricional 

en pan sin gluten, (Heredia Sandoval y col., 2016), hemicelulasas y lipasas para obtener migas 

más suaves y con una estructura más fina, así como para aumentar el volumen de los 

panificados (Bock, 2015).  

Las levaduras fueron las primeras células eucariotas utilizadas para expresar proteínas 

recombinantes. Como sistema de producción, éstas son consideradas hospederos valiosos 

debido a que presentan importantes ventajas, entre las que se incluyen la capacidad de 

https://www.frontiersin.org/people/u/59618
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realizar modificaciones postraduccionales adecuadas, un rápido crecimiento, una 

manipulación genética simple, fermentación escalable, altas concentraciones de biomasa y 

producción segura (Kim y Kim, 2016). La primera levadura utilizada para la expresión de 

proteínas recombinantes fue Saccharomyces cerevisiae (Strausberg y Strausberg, 2001). Hasta 

la fecha, muchas enzimas se expresaron en levaduras con el fin de ser utilizadas en la industria 

panadera (Ahmad y col., 2014, Molina y col., 2023, Zhan y col. 2014). 

Los desarrollos en tecnología aliados al uso de técnicas recombinantes durante las 

últimas décadas, permitieron mejorar considerablemente los rendimientos por fermentación, 

aumentar la estabilidad y alterar la especificidad y selectividad enzimáticas (De Brabander y 

col., 2023). Estas técnicas han impulsado y continúan ampliando las aplicaciones de las 

enzimas tanto en tecnología de los alimentos como así también en diversas áreas. 

1.1.4.1  Expresión de proteínas recombinantes en Kluyveromyces lactis 

 

Kluyveromyces lactis es una levadura de elevado interés biotecnológico debido a su 

capacidad para expresar altos niveles a gran escala proteínas recombinantes mediante rápido 

crecimiento de alta densidad celular y sin presentar background de expresión celular durante 

los pasos de clonación en E. coli además de un fácil y ligero procedimiento de transformación 

celular (Spohner y col., 2016).  

Trabajando con la levadura Kluyveromyces lactis (E100S, K lactis, Protein Expression 

Kit, NEBiolabs) las proteínas pueden ser producidas intracelularmente o ser secretadas usando 

el vector de expresión integrativo pKLAC2.  

  Para lograr la secreción de proteínas, un gen de interés se clona aguas abajo del 

dominio de secreción del factor de apareamiento α de K. lactis (α – MF) el cual es finalmente 

procesado en el aparato de Golgi resultando en la secreción de la proteína deseada (Fig. 6). 
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 Las principales ventajas que ofrece este método son:  

● Tiene una alta eficiencia de transformación, lo que hace que el sistema sea adecuado 

para métodos que requieren gran número de transformantes. 

● La selección de levaduras transformadas utiliza un único método libre de antibióticos 

en la que la enzima acetamida (amdS) expresada a partir de las células transformadas 

con pKLAC2, permite utilizar acetamida como única fuente de nitrógeno en un medio 

definido. 

● Dicha selección promueve la generación de células que contienen múltiples 

integraciones de pKLAC2 que resultan en mayores rendimientos de proteína.  

● Poseen la capacidad para lograr rápidamente cultivos de alta densidad y abundante 

producción de proteínas recombinantes.  

● Por último, las proteínas expresadas en K. lactis tienen acceso a la maquinaria de 

plegamiento y glicosilación de proteínas eucariotas (K. lactis expression Kit, NeB).   

Además, las enzimas de K. lactis cuentan con el estado GRAS (generalmente 

consideradas seguras) otorgado por la FDA, lo que permite su uso en diversas aplicaciones de 

alimentos. Finalmente, New England Biolabs ofrece un kit de reactivos fácil de usar para la 

expresión de proteínas en esta levadura. 
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Figura 6: Proceso de secreción proteica. En el núcleo, se expresa un vector de expresión integrado que codifica 
la fusión entre el dominio α-MF (azul) y la proteína deseada (negro). Un péptido señal en el dominio α-MF dirige 
la entrada de la proteína de fusión en el retículo endoplásmico (ER) y es retirada por la peptidasa señal (SP). La 
proteína de fusión se transporta al Golgi, donde la proteasa Kex elimina el dominio α-MF. La proteína de interés 

es secretada luego de la célula. (Tomado de: Manual K. lactis Protein Expression Ki). 

 

1.1.4.2 Metabolismo energético de levaduras  

 

Las levaduras pueden metabolizar una gran variedad de fuentes de carbono, sin 

embargo, prefieren la glucosa y la fructosa. Cuando uno de estos azúcares está presente, las 

enzimas requeridas para la utilización de fuentes alternativas de carbono se sintetizan a tasas 

bajas o, por el contrario, no se sintetizan. Este fenómeno es conocido como represión 

catabólica. Una alta concentración de glucosa en el medio de cultivo conlleva a la expresión 

de los genes específicos implicados en el ciclo de Krebs y la fosforilación oxidativa. El ciclo del 

glioxilato, la gluconeogénesis y el metabolismo de los otros azúcares se reprimen. 
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Simultáneamente, se induce la expresión de genes involucrados en la fermentación alcohólica 

y se obtiene el consumo preferencial de glucosa sobre las otras fuentes de carbono (Rodrigues 

y col., 2015). K. lactis pertenece al grupo aeróbico facultativo y metaboliza la glucosa por vías 

oxidativas y oxidorreductoras; siendo una levadura respiratoria (Diaz-Bustamante y col., 

2023).  
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2 CAPÍTULO II: ENDOXILANASAS 
INTRODUCCIÓN 

2.1 Enzimas xilanolíticas 

 

Las enzimas xilanolíticas son producidas en la naturaleza principalmente por bacterias 

y hongos con el fin de degradar los polisacáridos de la pared celular vegetal. Se clasifican en 

dos grupos: las que actúan sobre el esqueleto de xilano, y las que se encargan de remover las 

cadenas laterales. Dentro del primer grupo se encuentran las endo-β-1,4- xilanasas (E.C. 

3.2.1.8) y las β-xilosidasa (E.C. 3.2.1.37) y dentro del segundo grupo, están las otras enzimas 

que son necesarias para la hidrólisis de los sustituyentes como α-L- arabinofuranosidasa (EC 

3.2.1.55), α-glucuronidasa (EC 3.2.1.139), α-galactosidasa (EC 3.2.1.22), acetil-xilano esterasa 

(EC 3.1.1.72) y ácido ferúlico esterasa (EC 3.1.1.73) (Juturu y Wu, 2012). 

2.1.1 Endoxilanasas (EX) 

 

Las xilanasas o endo‐β‐(1,4) ‐ D‐xilanasas (EC 3.2.1.8) (Fig. 7), son enzimas encargadas 

de degradar el componente principal de la hemicelulosa: el xilano (Dhiman y Mukherjee, 

2018). Se trata de glicosil hidrolasas que catalizan la hidrólisis del enlace glucosídico interno 

β‐(1,4) de la cadena de xilosa del xilano, generando así xilooligosacáridos (XOS) de bajo peso 

molecular con o sin ramificaciones (Bhardwaj y col., 2019).  Si bien la hidrólisis del xilano fue 

descrita por primera vez a principios del siglo XIX, la primera purificación parcial de una 

xilanasa, data de la década del 50, se realizó a partir de un cultivo de Aspergillus foetidus y 

desde entonces, un gran número de xilanasas diferentes han sido identificadas y 

caracterizadas (Heinen y col., 2019). 
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Figura 7: Estructura del xilano y sitios de acción de las enzimas xilanolíticas. A) el xilano se compone de un 
esqueleto central de residuos de xilosa unidos por enlaces 1,4-B; B) su hidrólisis completa se da por la acción de 

B-D-xilosidasa. Las enzimas que catalizan las reacciones se señalan con flechas enumeradas: (1) α-L-
arabinofuranosidasa, (2) α-galactosidasa, (3) acetil-xilano esterasa, (4) α-glucuronidasa, (5) feruloil esterasa, 

(6) endo-β-1,4-xilanasa, (7) β-xilosidasa. Tomado de Malhotra y Chapadgaonkar (2018). 

 

2.1.2 Estructura de la enzima xilanasa 

 

La mayoría de las xilanasas, presentan una estructura molecular compleja, que 

comprende módulos discretos funcionalmente independientes, unidos entre sí por secuencias 

aminoacídicas no estructuradas llamadas secuencias linker (Heinen y col., 2019, Fig. 8). La 

estructura típica está compuesta por un módulo catalítico unido a módulos accesorios 

adicionales tales como los dominios de unión a fibronectina tipo III (Fn3), los módulos 

homólogos de la capa superficial (SLH del inglés surface‐layer homologous) y los módulos de 

unión a carbohidratos (CBMs, del inglés carbohydrate binding modules). El dominio catalítico 

de las xilanasas, presenta una hendidura abierta en la que se aloja el sitio catalítico o centro 

activo de la enzima, donde se une el sustrato para ser hidrolizado. Los aminoácidos, en su 
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mayoría residuos aromáticos, recubren la pared interna de la hendidura y forman los subsitios 

de unión al sustrato (un subsitio es una región capaz de acomodar una unidad monomérica 

del sustrato tal como la xilosa o la arabinosa). Los aminoácidos que componen el subsitio, 

interactúan con el sustrato mediante puentes de hidrógeno o uniones hidrofóbicas y son 

fundamentales en el reconocimiento del mismo. Los subsitios se denominan desde –n a +n, 

con número negativo para los subsitios situados hacia la región glicón (extremo no reductor) 

del sustrato y con número positivo para los subsitios situados hacia la región aglicón del 

sustrato (extremo reductor). El corte del enlace glicosídico ocurre entre los subsitios ‐1 y +1 

del sitio catalítico (Joshi y col., 2022). Las xilanasas difieren en su especificidad por los 

diferentes tipos de xilano que degradan. Pueden mostrar preferencias por el grado de 

polimerización, el grado de sustitución o el patrón de sustitución del xilano. Asimismo, estas 

enzimas presentan estructura tridimensional, mecanismo catalítico y propiedades 

fisicoquímicas diferentes (Bhardwaj y col., 2019).   

Figura 8: Modelo teórico de la proteína xilanasa. Se puede observar una α-hélice y hojas β. Modelado teórico 
realizado con la herramienta Swiss- Model disponible online. 
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2.1.3 Características de las enzimas  

 

Las endo-1,4-β-D-xilanasas, son proteínas monoméricas con masas moleculares y 

puntos isoeléctricos que oscilan en un amplio rango de acuerdo a la familia a la que 

pertenecen. Existen endoxilanasas con masas moleculares entre 8 y 145 kDa y con puntos 

isoeléctricos que varían entre 3 y 10. Por su parte, el pH óptimo para la actividad catalítica de 

la endoxilanasa se encuentra entre 4 y 7, mientras que la temperatura óptima está dentro del 

rango de 40 a 60°C (Barchuk 2017).  

Dado que el xilano es un polímero de elevado grado de polimerización, no puede 

penetrar dentro de los microorganismos para ser degradado, por este motivo, la mayoría de 

las veces, las xilanasas deben ser secretadas al medio extracelular mediante el sistema de 

secreción de tipo II, son “sec dependientes”, (requieren del sistema de secreción Sec, el Sec 

pathway) (Tjalsma y col., 2004). Se han descrito xilanasas localizadas en el interior de las 

células cuya función fisiológica hipotética consiste en degradar las pequeñas moléculas de 

xiloologosacáridos (XOS), procedentes de la hidrólisis extracelular del xilano, que son 

transportadas al interior de la célula para su metabolización (Yegin 2023). 

2.1.4 Clasificación de xilanasas 

 

Las endo-1,4-β-xilanasas han sido clasificadas teniendo en cuenta al menos tres 

criterios: peso molecular y punto isoeléctrico, estructura cristalina o propiedades catalíticas y 

cinéticas (Bhardwaj y col., 2019). No obstante, esta clasificación presenta inconvenientes ya 

que no siempre es fácil agrupar a las xilanasas producidas por una variedad de organismos en 

una u otra categoría. De esta manera, la complejidad que surge del descubrimiento de muchas 

secuencias génicas y proteicas, ha conducido a un cambio en su clasificación.  
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Un avance importante en la clasificación de estas enzimas se produjo cuando Herrissat 

y Coutinho (2001) propusieron tener en cuenta la estructura primaria, el dominio catalítico, 

las propiedades catalíticas, la especificidad del sustrato y la descripción del producto. La 

información disponible sobre xilanasas, se encuentra en la plataforma bioinformática 

Carbohydrate-Active EnZymes (CAZY), que significa enzimas activas sobre carbohidratos. Se 

trata de una base de datos en constante actualización que incluye información genómica, 

estructural y funcional de estas enzimas como por ejemplo a miembros de la familia de las 

glucohidrolasas (GH). Es una herramienta valiosa ya que proporciona información sobre 

familias de enzimas, sus funciones y estructuras, facilitando el estudio de las actividades 

relacionadas con los carbohidratos en los diferentes organismos. 

Existen 96 familias de glicohidrolasas, de ellas los grupos GH5, GH8, GH10, GH11, 

GH30, GH43, GH51 y GH98, son las que presentan actividad endoxilanasa. Las enzimas más 

estudiadas pertenecen a las familias GH10 y GH11, que tienen preferencia por el xilano como 

sustrato (Bhardwaj y col., 2019).   

2.1.5 Xilanasas GH10 

 

Las xilanasas de familia GH10, son en su mayoría endo‐β‐(1,4) ‐xilanasas (EC 3.2.1.8), 

muy pocas veces se encuentran endo‐β‐(1,3) ‐xilanasas (EC 3.2.1.32). 

Las endo‐β‐(1,4) ‐xilanasas de esta familia, se caracterizan por presentar un amplio 

rango de sustrato, ya que no sólo son activas sobre el xilano lineal, sino que son capaces de 

acomodar diferentes tipos de ramificaciones laterales presentes en los heteroxilanos (Wang y 

col., 2019). Las enzimas de la familia GH10 son miembros del clan GH‐A. Este clan, es también 

llamado superfamilia, y corresponde a un nivel jerárquico de clasificación superior, agrupando 

a familias de enzimas que comparten una estructura terciaria similar que presentan los 
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mismos aminoácidos catalíticos y el mismo mecanismo enzimático. Su módulo catalítico posee 

un plegamiento en barril (β/α)8, también llamado TIM‐barrel, por el parecido en su forma a 

un barril, altamente conservado entre las diferentes enzimas (Fig. 9). La primera estructura 

publicada de un dominio catalítico de xilanasa GH10 fue en el año 1994, correspondiente a la 

xilanasa A de Streptomyces lividans (Paës y col., 2012). En la actualidad existe un centenar de 

estructuras que han ayudado a comprender el mecanismo de acción de este tipo de enzimas. 

 

Figura 9: Estructura tridimensional del dominio catalítico de xilanasas pertenecientes a la familia GH10. 
Tomado de PDB Crystalstructure of an endo-beta-1,4-xylanase (glycosidehydrolasefamily 10/GH10) 

enzymefrom Aspergillus niger. 

 

2.1.5.1 . Xilanasas GH11 
 

La familia GH11 contiene exclusivamente endo‐β‐(1,4)‐ xilanasas. Se caracterizan por 

su elevada selectividad de sustrato, alta eficiencia catalítica, bajo peso molecular 

(aproximadamente 20 kDa) (Mendonça y col., 2023) y amplia variedad de pHs y temperaturas 

óptimas. Estas características hacen que las xilanasas de esta familia sean frecuentemente 
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utilizadas en diversos procesos industriales.  Al igual que las xilanasas GH10, las xilanasas GH11 

son activas sobre xilanos con y sin ramificaciones, pero más eficientes en regiones no 

ramificadas. No son activas sobre la celulosa ni sobre sus derivados. Los análisis de los 

productos de hidrólisis, han revelado que la xilobiosa y la xilotriosa son los oligosacáridos no 

sustituidos más pequeños liberados por estas enzimas. La xilopentosa es el oligosacárido más 

pequeño que puede ser digerido por las mismas, aunque se ha observado actividad sobre la 

xilotetraosa en pequeña magnitud (Biely y col., 1993). Las xilanasas GH11 han sido clasificadas 

dentro del clan GH‐C, apreciándose un alto grado de conservación dentro de la misma familia.  

Figura 10: Estructura tridimensional del dominio catalítico de xilanasas pertenecientes a la familia GH11. 
Tomado de PDB. X-raystructureanalysis of xylanase 

 

En su mayoría suelen ser mono dominio, donde el dominio catalítico presenta una 

arquitectura típica de lámina β curvada sobre sí misma, denominada β jelly roll (Fig. 10). Esta 

estructura típica se compone de dos hojas β antiparalelas llamadas A y B que esculpen una 

hendidura larga y profunda. La topología de esta familia de proteínas parece una mano 

derecha parcialmente cerrada. Las hojas β A y B corresponderían a los dedos de una palma, 
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mientras que parte de las regiones no estructuradas de los loops B8 y B7 serían el pulgar 

(Andaleeb y col., 2020). Las primeras estructuras cristalográficas de xilanasas GH11 se 

obtuvieron en el año 1994 y desde ese momento, se publicaron más de cincuenta estructuras 

cristalinas que permitieron dilucidar el funcionamiento de este tipo de enzimas. 

2.1.6 Mecanismos de acción 

 

Los miembros que pertenecen a la misma familia de glicosil hidrolasas comparten un 

mecanismo catalítico común. En la mayoría de los casos, las glicosil hidrolasas realizan la 

hidrólisis del enlace glicosídico mediante la interacción de dos aminoácidos carboxílicos, 

habitualmente dos residuos de ácido glutámico (Glu) del sitio activo. Uno de ellos actúa como 

catalizador ácido/base y el otro como residuo nucleófilo. Dependiendo de la posición espacial 

de los residuos catalíticos, la hidrólisis ocurre a través de la retención o inversión de la 

configuración del centro anomérico sometido a la catálisis (Wang y col., 2017). Las xilanasas 

de las familias GH10 y GH11, son enzimas de retención, que operan mediante el mecanismo 

de doble desplazamiento. En una primera fase (glicosilación), el residuo catalítico ácido/base 

funciona como un catalizador ácido general, que protona el oxígeno del enlace glicosídico; 

mientras que el segundo residuo catalítico, realiza un ataque nucleófilo sobre el carbono 

anomérico del enlace, provocando la liberación de uno de los productos de reacción y la 

formación de un intermediario α‐glicosilo‐enzima. En el segundo paso (desglicosilación), el 

residuo ácido/base actúa como base general disociando un protón de una molécula de agua 

entrante. La molécula de agua activada ataca el carbono anomérico del intermediario α‐

glicosilo‐enzima, produciendo su hidrólisis (Fig. 11). Como resultado se obtiene la liberación 

de la enzima y un producto de reacción en el que el carbono anomérico vuelve a la 

configuración β, al igual que la del sustrato (Henrissat y Davies 1997). 
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Figura 11: Mecanismo de acción general de β‐glicosidasas de retención. Tomada de Valenzuela (2012) 
 

2.1.7 Fuentes 

 

Las xilanasas se encuentran en la naturaleza y son producidas por una amplia variedad 

de organismos tanto procariotas como eucariotas: bacterias, algas marinas, levaduras, 

protozoos, caracoles, crustáceos, insectos, semillas de plantas terrestres (Dey y col 2018). Sin 

embargo, la principal fuente comercial de xilanasas son los hongos filamentosos (Kumar y col. 

2019). Entre éstos, Aspergillus sp., Penicillium sp. y Trichoderma sp., son considerados los 

mayores productores de sistemas xilanolíticos completos (Singh y col., 2019). 
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2.1.7.1 Trichoderma 

 

Las especies del género Trichoderma representan un grupo de hongos filamentosos 

que de acuerdo con el Centro Nacional para la Información Biotecnológica (Base de datos de 

la Biblioteca Nacional de Medicina de EE. UU, NCBI por sus siglas en inglés), se clasifican como 

se muestra a continuación. 

Reino: Fungi 

 Subreino: Dikarya 

Phylum: Ascomycota 

Clado:  Saccharomyceta 

Orden: Hypocreales 

Familia: Hypocraceae 

Género: Trichodema 

Se trata de hongos septados que producen conidióforos altamente ramificados con un 

contorno cónico o piramidal. En los extremos de los conidióforos se encuentran unas 

estructuras llamadas fiálides en cuyos extremos se producen conidios donde se acumulan para 

formar una cabeza conidial (Barchuk 2017). En la Fig. 12 se puede apreciar la estructura en 

forma de árbol típica de este género. 

Las especies de Trichoderma se consideran cosmopolita del suelo, predominando en 

los ecosistemas terrestres (Sandoval-Denis y col., 2014). Pese a que su temperatura óptima 

de crecimiento se encuentra en un rango de 25 a 30°C, pueden adaptarse y sobrevivir en 

condiciones extremas de temperatura, pH y salinidad (Rangel y col., 2015). 

 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Undef&id=716545&lvl=3&keep=1&srchmode=1&unlock
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 Figura 12: Observación al MO del Género Trichoderma. Magnificación de 100X. Tomada de Barchuk (2017). 
 

En especies del género Trichoderma tales como T. harzianum, T. atrovirde y T. ressei, 

se han reportado altos niveles de producción de endoxilasas (Barchuk 2016, Dhaver y col., 

2022, Meng y col., 2020, Zhang y col., 2021). 

2.1.7.1.1 Trichoderma atroviride LBM117 
 

T. atroviride es un hongo cosmopolita filamentoso, que se encuentra comúnmente en 

el suelo y es propio de climas tropicales y templados. Es mejor conocido por sus capacidades 

de control biológico contra una variedad de hongos fitopatógenos, que son plagas de cientos 

de cultivos de plantas (Kunamneni y col., 2014). Asimismo, este género es productor de una 

amplia gama de enzimas, entre las que se encuentra la xilanasa.  

Tanto la capacidad de producir diversos metabolitos y enzimas como la capacidad de 

adaptación a diversas condiciones ambientales y sustratos, confiere a Trichoderma la 

posibilidad de ser utilizado en la industria biotecnológica (Asis y col., 2021). 

Barchuk (2017) ha seleccionado cepas nativas de la provincia de Misiones con el fin de 

optimizar la producción de enzimas xilanolíticas y ahondar en las características bioquímicas 

y genéticas de éstas. Para tal fin, evaluó la actividad de la enzima xilanasa en once cepas de 
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Trichoderma que mostraron actividad xilanolítica en medio de cultivo suplementado con 

bagazo de caña de azúcar. La cepa identificada como T. atroviride LBM 117 (Fig. 13), resultó 

ser la más promisoria por mostrar el nivel más alto de actividad endoxilanolítica y mayor 

termoestabilidad enzimática a 30 ºC. Sin embargo, la producción de este hongo requiere de 

muchos días de cultivo, dificultando su estudio a gran escala. Es por esto que, el alto costo y 

la baja producción de enzimas en las cepas nativas, además de la secreción de otros productos 

no deseados, limitan las aplicaciones industriales. 

 

Figura 13: Fotografía de T. atroviride LBM 117 cultivado durante 8 días en medio MEA.  

2.1.8 Regulación transcripcional de xilanasas 

 

Por lo general, la biosíntesis de xilanasas está sujeta a regulación transcripcional 

debido a la fuente de carbono disponible. Los genes son altamente inducidos en presencia de 

xilano y de sus productos hidrolizados (Bao y col., 2020). Sin embargo, el xilano es un 

polisacárido complejo de peso molecular alto y no puede penetrar la membrana celular 

(Dhiman y Mukherjee, 2018). En este sentido, el mecanismo propuesto de regulación para la 
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biosíntesis de xilanasas involucra la degradación del xilano por xilanasas constitutivas lo que 

produce moléculas de xilooligosacáridos y xilobiosas y el pasaje de estas hacia el interior de la 

célula. Estas moléculas en el interior celular inducen a otros genes de xilanasas, y como 

consecuencia, las xilanasas inducidas degradan nuevamente el xilano a xilooligosacáridos y 

xilobiosas. Por su parte, las β-xilosidasas constitutivas y/o inducidas convierten las xilobiosas 

a monómeros de xilosas, que es tomada por la célula. La xilosa actúa como un inductor 

adicional de genes que codifican para xilanasas (Chakdar y col., 2016).  

La inducción de xilanasas es un fenómeno complejo y el nivel de respuesta a un 

inductor particular varía según el organismo, un inductor que provoca una actividad xilanasa 

máxima en una especie, puede actuar como inhibidor de la actividad enzimática en otra. Se 

trata de un proceso especie-específico y concentración dependiente (Kumar y Naraian, 2019). 

Por lo general cuando los inductores se encuentran en concentraciones bajas, la inducción es 

efectiva; contrariamente, cuando sus niveles son altos, el efecto inductor es menor debido a 

la represión catabólica mediada por los productos degradados (Díaz y col., 2016).  

Otro fenómeno que también se observa en la biosíntesis de xilanasas, es la represión 

catabólica por glucosa, la cual puede deberse a dos mecanismos de control: un control directo 

y uno indirecto. El control directo sucede a través de la represión de la transcripción génica y 

el indirecto mediante la represión del factor de transcripción (Díaz 2019). 

2.1.9 Xilanasas recombinantes 

 

Las xilanasas recombinantes desempeñan un papel crucial para suplir la escasez en la 

producción de dicha enzima por parte de fuentes nativas. La baja disponibilidad de xilanasas 

en la naturaleza ha sido un desafío para aplicaciones que dependen de la degradación 

eficiente de xilanos, como la producción de biocombustibles y la industria alimentaria. 
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Mediante técnicas de ingeniería genética, es posible expresar y producir estas enzimas en 

grandes cantidades, lo que permite satisfacer las demandas en distintos campos (Basit y col., 

2018). La obtención de xilanasas recombinantes no solo garantiza un suministro adecuado de 

esta enzima, sino que también abre oportunidades para mejorar su rendimiento y adaptar sus 

propiedades para requisitos específicos. En este contexto, la producción de xilanasas 

recombinantes se posiciona como una estrategia prometedora para superar las limitaciones 

asociadas con las fuentes nativas y potenciar el desarrollo de procesos más eficientes y 

sostenibles (Bhardwaj y col., 2019). 

2.1.10  Optimización del medio de cultivo para la producción de xilanasas 

 

Hay diversos factores que tienen influencia directa en la producción xilanasas tanto 

recombinantes como nativas, como por ejemplo los diferentes componentes del medio de 

cultivo, la temperatura de incubación, la ausencia o presencia de luz (Barchuk, 2017). 

En la bibliografía, existe una gran controversia acerca de cuáles son los compuestos y 

sus respectivas concentraciones, que, agregados al medio, son beneficiosos para optimizar la 

producción de xilanasas (Díaz y col., 2015). Por este motivo, en las investigaciones de 

optimización de procesos de producción de estas enzimas, se estudian diferentes parámetros 

para mejorar la productividad y la eficiencia (Díaz y col., 2019; Barchuk y col., 2016).  
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2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 

I. Obtener la región estructural del gen que codifique para una enzima xilanasa a 

partir de Trichoderma atroviride LBM 117. 

II. Optimizar la expresión heteróloga de una xilanasa en la levadura GRAS 

Kluyveromyces lactis GG799. 

III. Purificar y caracterizar la enzima xilanasa recombinante. 
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2.3 MATERIALES Y MÉTODOS 
 

 

Sección I: OBTENCIÓN DE LA REGIÓN ESTRUCTURAL DEL 

GEN QUE CODIFICA PARA UNA ENZIMA XILANASA 

PROVENIENTE DE Trichoderma atroviride LBM 117 

A fin de obtener la región estructural o la codificante de un gen de xilanasa del hongo T. 

atroviride LBM 117 se trabajó con el ADN genómico total y con el ARN respectivamente. El 

ARN se obtuvo a partir del hongo crecido en las condiciones reportadas por Barchuck (2019) 

a fin de lograr la mayor actividad xilanolítica. 

2.3.1 Trichoderma atroviride LBM 117 y su mantenimiento 

 

El hongo T. atroviride LBM 117 se encuentra depositado en la colección del cepario del 

Laboratorio de Biotecnología Molecular perteneciente al Instituto de Biotecnología de 

Misiones, “María Ebe Reca”, de la Universidad Nacional de Misiones, Argentina. La cepa se 

activó y se mantuvo en medio Agar 20 g/L y Extracto de malta 12,7 g/L (MEA por su sigla en 

inglés).  

En la preparación de los medios de cultivo, los componentes se mezclaron con agua 

destilada y esterilizaron en autoclave a 105 ºC durante 20 minutos. Seguidamente se 

distribuyeron en placas de Petri de 90 mm para su posterior utilización. Por su parte, 

ampicilina y acetamida se esterilizaron por filtración. 
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2.3.2 Inoculación de T. atroviride LBM 117  

 

Para el crecimiento y posterior determinación de la habilidad xilanolítica de T. 

atroviride LBM 117, así como la obtención del ARN, se trabajó en condiciones que permitan la 

máxima producción de xilanasa en medios sólido y líquido, descritas por Barchuk (2017).  

2.3.2.1 Crecimiento en medio sólido 

 

T. atroviride LBM 117 creció en placa de Petri de 90 mm de diámetro en medio MEA. 

Para inducir la expresión de xilanasa se suplementó con xilano de Beechwood (Sigma-Aldrich, 

USA), durante 7 días a 28 ± 1 °C en oscuridad (Barchuk y col., 2016). 

2.3.2.2 Crecimiento en medio líquido 

 

En primer lugar, se realizó una suspensión con las esporas de la superficie de la placa 

(obtenida como se indica en la sección 2.3.2.1) en Tween 80 0,1% (v/v), luego se realizó un 

recuento en cámara de Neubauer hasta alcanzar una concentración de 2-3*107 esporas por 

ml. De esta suspensión se tomó 1 mL y se inoculó en un Erlenmeyer de 100 mL con 20 mL de 

medio de cultivo líquido Mandels (Mandels y Reese, 1957),  (1,4 g de (NH4)2SO4, 2 g/L de 

KH2PO4, 0,4 g/L de CaCl2.2H2O, 0,3 g/L de MgSO4.4H2O, 0,005 g/L de FeSO4.7H2O, 0,0016 g/L 

de MnSO4.4H2O, 0,0014 g/L de ZnSO4.7H2O, 0,02 g/L de CoCl2.6H2O, 0,3 g/L de urea y 0,25 g/L 

de extracto de levadura) y xilano de Beechwood (Sigma- Aldrich) 1 % (p/v) como única fuente 

de carbono, a pH 4,5 ajustado con ácido acético puro. Se dejó crecer durante 24 días a 28 ± 

1°C en presencia de luz, y cada 72 h se quitó el tapón de algodón en condiciones de esterilidad 

para oxigenar y favorecer la producción de xilanasas (Barchuk, 2017).  
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2.3.3 Extracción de Ácidos Nucleicos 

 

2.3.3.1 Extracción y cuantificación de ADN 
 

Para realizar la extracción de ADN, se siguió el protocolo de Fonseca y col. (2015). En 

primer lugar, se hizo crecer el hongo en medio MEA por 5 días. Partiendo de éste, se obtuvo 

un inóculo con sacabocados de 0,5 mm de diámetro que luego se inoculó en medio de cultivo 

líquido conteniendo extracto de malta 12,7 g/L. Se lo dejó crecer por 7 días a 28°C en 

oscuridad. Para la extracción de ADN se filtró el micelio y se lavó con solución de Tris-HCl 0,1M, 

EDTA 0,02 M pH 8 a 8°C. El contenido celular se digirió a 60 ºC ± 1 con proteinasa K 0,1 mg/mL, 

β-mercaptoetanol 10mM y SDS 2 % (p/v) en solución tampón Tris-HCl 100mM (pH 8), NaCl 1,5 

M y EDTA 50mM. El ADN se purificó con cloroformo: alcohol isoamílico (24:1) y acetato de 

potasio 3 M, luego se precipitó con alcohol isopropílico, se lavó con etanol 70 %, se secó y se 

resuspendió en agua MiliQ.  

La calidad e integridad del ADN extraído se evaluó por electroforesis en gel de agarosa 

al 1% p/v y revelado con Bromuro de Etidio (10 mg/mL), bajo luz ultravioleta. La corrida 

electroforética se realizó a 120 V durante 30 min en tampón TBE (Tris-borato-EDTA) 0,5 X.  

La cuantificación se realizó mediante la medición de la absorbancia a 260 nm, 

considerando que 1 unidad de absorbancia corresponde a 50 μg/ μL de ADN. La calidad y la 

pureza se comparó mediante la relación A260/A280, una proporción de 1,6-1,8 indica pureza 

aceptable para el ADN. 

2.3.3.2 Extracción de ARN 

 

Para la extracción de ARN el hongo creció en la condición que permite obtener la 

máxima actividad xilanolitica en medio sólido y líquido según Barchuk (2019) (sección 2.3.2.).  
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La extracción de ARN se realizó a partir del micelio obtenido el día 24 de cultivo líquido, 

como se detalló en la sección 2.3.2.1. Por otro lado, se obtuvo micelio mediante el raspado de 

la placa al día 7 de cultivo en medio sólido adicionado con xilano como se detalló en la sección 

2.3.2.2. El micelio se filtró y se lavó con solución de Tris-HCl 0,1 M, EDTA 0,02 M pH8 a 8°C. 

Luego se agregó tampón de lisis (GuSCN 4 M, Tris 0,1 M, EDTA 0,02 M, Tritón 1 %) y se maceró. 

Para la purificación se utilizó fenol: cloroformo (1:1, v/v) y acetato de potasio 3 M. Finalmente, 

los ácidos nucleicos se precipitaron con alcohol isopropílico, se lavó con etanol 70 %, se secó 

y resuspendió en agua estéril libre de ARNasas (Fonseca y col., 2018). Para degradar el ADN 

remanente, las muestras se trataron con DNasa libre de RNasa siguiendo las indicaciones del 

fabricante (Promega).  

La calidad e integridad del ARN extraído se evaluó por electroforesis en gel de agarosa 

al 0,8 p/v y revelado con Bromuro de etidio (10 mg/mL), bajo luz ultravioleta. La corrida 

electroforética se realizó a 120 V por 30 min en tampón TBE 0,5 X. Seguidamente, la 

cuantificación del ARN se realizó en espectrofotómetro, mediante lecturas a una absorbancia 

de 260 nm, considerando que 1 unidad de absorbancia equivale a una concentración de 40 

μg/μl. La calidad y la pureza se comparó mediante la relación A260/A280, una proporción de 

2 indica pureza aceptable para el ARN. 

2.3.4 Diseño de cebadores 

 

Para el diseño de cebadores específicos se trabajó con la secuencia codificante del gen 

de xilanasa obtenida a partir del hongo Trichoderma atroviride LBM 117 por Barchuk y col., 

(2017). Para permitir la posterior clonación, se tuvo en cuenta la incorporación de 

adaptadores para enzimas de restricción, verificando previamente las enzimas de restricción 

que permiten la linealización del plásmido y descartando aquellas que actúan sobre el 
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amplicón mediante el programa NEBcutter (http://nc2.neb.com/NEBcutter2/). El análisis de 

los parámetros se realizó mediante el programa Primer 3 (http://bioinfo.ut.ee/primer3-

0.4.0/). El diseño final de cebadores se muestra en la Tabla 1. 

Tabla 1: Cebadores utilizados para la amplificación de un gen que codifica para la enzima xilanasa.  En los 
cebadores sentido y antisentido se encuentran subrayados los sitios de corte para las enzimas de restricción 

XhoI y NotI respectivamente. En lila se muestra el sitio de corte para la proteasa Kex 
 

Nombre Secuencias 

Xil- S Xil-S 5’-CAAATTCTCGAGAAAAGAGCTCCTACTGAAGACGTG-3’ 

Xil- AS Xil-AS 5’-AATTTGGCGGCCGCCTAGCTGACGTTAATGTT-3’ 

 

2.3.5 Obtención de la región estructural 

 

Para clonar la región conteniendo exones e intrones se realizó la Reacción en Cadena 

de la Polimerasa (PCR, del inglés Polymerase Chain Reaction) a partir del ADN genómico 

extraído. En dicha amplificación, se utilizaron los cebadores EX-S 

(ATGGTCGCCTTCACATCTCTCCT) y EX-AS (CTAGCTGACGTTAATGTTGGCGCT) (Barchuk, 2017) y 

seguidamente, se realizó una re- amplificación utilizando los cebadores específicos diseñados 

en el presente trabajo (Tabla 2.1). Las condiciones de PCR y el ciclado utilizados, se reportaron 

previamente por el grupo de trabajo (Barchuk, 2017). 

Asimismo, a fin de obtener el ADNc, se trabajó con el ARN extraído a partir de los 

medios sólido y líquido según se explicó anteriormente en las secciones 2.3.2.1 y 2.3.2.2. 

La primera cadena de ADNc se obtuvo a partir del ARN extraído por acción de la 

transcriptasa reversa (RT) EasyScript Trans, siguiendo las indicaciones del fabricante (Thermo 

Scientific). El ADNc se utilizó como plantilla para la amplificación por PCR. Para un volumen 

final de 20 µl se utilizó 1X de Taq buffer (75 mM Tris-HCl, pH 8,8, 20 mM (NH4)2SO4, 0,01 % v 

v-1 Tween 20), 3 mM de MgCl2, 0,2 mM de dNTPs, 10 pmol de cada uno de los cebadores y 1 

http://nc2.neb.com/NEBcutter2/
http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/
http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/
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U de enzima Taq polimerasa (Thermo Scientific, Fermentas). En la PCR se usaron los cebadores 

específicos descritos en la sección 2.3.4 así como los descritos por Barchuck (2017). La RT-PCR 

se verificó con un control positivo, para ello se incorporaron cebadores para la amplificación 

del gen de Actina (150 pb), ACT-1 (5-GHCACCAGGGTGTNATGGTCG-3) ACT-2 (5-

GCCAGATCTTCTCCATGTCRTCCR-3), (Luis y col., 2005). 

2.3.6 Electroforesis en geles de agarosa 
 

Seguidamente, los productos de PCR se separaron en electroforesis horizontal en geles 

de agarosa al 1,5% p/v durante 30 minutos a 120 V y se revelaron con Bromuro de etidio bajo 

luz UV. Posteriormente se cortaron las bandas de interés y se purificaron por medio del kit 

comercial WizardR SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega) siguiendo las indicaciones del 

fabricante.  
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SECCIÓN II: OPTIMIZACIÓN DE LA EXPRESIÓN HETERÓLOGA DE LA 

ENZIMA XILANASA EN LA LEVADURA GRAS K. lactis GG799 

2.3.7 Microorganismos utilizados y su mantenimiento 

 

Para clonar la región que codifica para una xilanasa, se utilizaron bacterias E. coli DH5α 

(Promega). Para su crecimiento, se incubaron a 37 ° ± 1 C empleando como medio sólido Luria 

Bertani (LB) con agar (2 % p/v) y como medio líquido LB, con y sin el agregado de ampicilina 

100 µg/mL (Sambrook y col., 1989) según fueran recombinantes o no respectivamente. 

Para la expresión recombinante de xilanasa se utilizó como huésped la levadura GRAS 

K. lactis GG799 (E100S, K. lactis, Protein Expression Kit, NE Biolabs). Ésta se incubó a 28 ºC en 

medio YPGal (extracto de levadura 10 g/L, peptona 20 g/L, galactosa 40 %), y se mantuvo con 

siembras periódicas en placas de Petri en medio YPGal añadiendo agar bacteriológico al 2% 

p/v el tiempo necesario para su crecimiento. Posteriormente se conservaron a 4°C.  

2.3.8 Digestión del amplicón y el vector con enzimas de restricción 

 

Para lograr la expresión en bacterias y la levadura, tanto las PCR (inserto) como el 

vector pKLAC2 (New England Biolabs), se cortaron con las enzimas de restricción que generan 

extremos compatibles con el inserto. Para ello se utilizaron las enzimas de restricción Not I 

(New England Biolabs®, R0189S) y XhoI (New England Biolabs®, R0146S), siguiendo las 

instrucciones del fabricante. 

2.3.8.1 Ligación del vector con el inserto 
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Los productos de PCR digeridos se ligaron dentro del vector pKLAC2 utilizando ligasa 

T4 de acuerdo con las instrucciones del fabricante (Promega). El producto resultante fue 

utilizado para realizar la transformación de las células K lactis G799 competentes. 

2.3.9  Clonación del gen que codifica para la enzima endoxilanasa en E. coli 

DH5α  

2.3.9.1  Obtención de células competentes  
 

Para obtener células E. coli DH5α competentes, se empleó el siguiente procedimiento: 

10 mL de LB se inocularon con 0,1 mL de un cultivo en fase estacionaria de bacterias E. coli a 

transformar. Se incubó con agitación vigorosa hasta alcanzar una DO600 entre 0,1 – 0,4. Este 

cultivo se transfirió en esterilidad a un tubo de centrífuga a 4 ºC y se centrifugó a 8.000 rpm a 

4 ºC durante 10 minutos. Se descartó el sobrenadante y se resuspendió el precipitado en 5 mL 

de CaCl2 0,1 M frío, y se dejó a 4 ºC durante 20 minutos. Seguidamente, las células se 

recuperaron por centrifugación a 8.000 rpm. Se descartó el sobrenadante y las células se 

resuspendieron nuevamente en 0,05 mL de CaCl2 0,1 M frio, mediante una suave inversión. 

Las células competentes se mantuvieron en baño hielo hasta su utilización.  

2.3.9.2 Transformación de bacterias con plásmido recombinante           
 

Para la transformación, a 50 µl de las células competentes mantenidas en hielo, se 

añadió el plásmido a transformar, y se dejó la mezcla a 4 ºC durante 20 minutos. La entrada 

del plásmido en la célula se indujo mediante un choque térmico a 42 ºC durante exactamente 

50 segundos, con un posterior enfriamiento en hielo durante 2 minutos. Las células ya 

transformadas se incubaron durante 90 minutos a 37 ºC en shaker en medio SOC (2,0 g/L 

triptona, 0,5 g/L extracto de levadura, 1 mL de NaCl 1 M, 0,25 mL/L de KCl 1 M, 1 mL de Mg++ 
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2M) (Sambrook y col., 1989), para permitir su recuperación y multiplicación. Finalmente, se 

sembraron en placas con agar LB suplementado con ampicilina 100 µg/mL (Sambrook y col., 

1989). También se incluyeron vectores cerrados como control. 

2.3.9.3 Extracción y cuantificación de ADN plasmídico de E. coli DH5α           
 

Para la extracción de plásmidos, se llevó a cabo el procedimiento de lisis alcalina 

(Sambrook y col., 1989). Las células concentradas se resuspendieron en tampón TE (Tris-HCl 

10 mM pH 8,0; EDTA 1 mM). La lisis celular y la desnaturalización del plásmido se llevó a cabo 

con SDS 1% (p/v) y NaOH 0,2 N, seguido de la neutralización de la solución mediante el 

agregado de acetato de potasio 5 M, ácido acético glacial 5 M. El ADN plasmídico se separó 

por centrifugación y se precipitó en etanol absoluto.  

La calidad de los plásmidos aislados se verificó mediante electroforesis en gel de 

agarosa 0,8% (p/v) que se tiñeron con bromuro de etidio. La corrida electroforética se realizó 

a 120 V por 50 min. 

La cuantificación se realizó mediante la medición de la absorbancia a 260 nm, 

considerando que 1 unidad de absorbancia equivale a una concentración de 50 µg/µl de ADN.  

2.3.9.4 Secuenciación automática del ADN  
 

La secuenciación automática de los productos de PCR y los fragmentos clonados se 

realizó mediante el Servicio de Secuenciación Automática MACROGEN Corea. 

2.3.9.5 Análisis bioinformático de las secuencias de ADN obtenidas  
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Las secuencias obtenidas se analizaron in sílico mediante herramientas bioinformáticas 

disponibles online. Para el análisis de identidad se utilizaron las herramientas Blast 

(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/) y Clustal W (http://www.clustal.org/). 

2.3.9.6 Linealización de los plásmidos recombinantes y clonación en K. lactis 
 

Los plásmidos que resultaron recombinantes se linealizaron con la enzima SacII, 

siguiendo las instrucciones del fabricante para su incorporación dentro del genoma de K. lactis 

GG799.  Para ello se hicieron competentes K. lactis utilizando el kit comercial Pichia 

EasyComp® (K173001, Invitrogen), y siguiendo las instrucciones del fabricante. Los 

transformantes se seleccionaron en placas de agar Yeast Carbon Base (YCB: 15 mL de tampón 

Tris-HCl pH 7.5, 5.85 g⋅L−1 medio YCB y 12 g/ L-1, agar 12 g/ L-1 y acetamida 5 mM). La presencia 

de acetamida como única fuente de nitrógeno permite seleccionar los clones que 

incorporaron el plásmido. Esto se debe a que el gen de la acetamida fúngica en pKLAC2 hace 

posible la selección de levaduras que contienen un casete de expresión integrado al permitir 

su crecimiento en ese medio. Luego de 4 días de incubación a 28 ºC, los transformantes que 

mostraron desarrollo se utilizaron para continuar con los ensayos preliminares de producción 

de xilanasa en medio líquido a fin de seleccionar los clones con mayor actividad. Para ello se 

los cultivó en medio sólido YPGal durante 2 días a 28 ºC y se raspó un área de colonias de 6 

mm3, que fue transferido a 2 mL de YPGal líquido. Luego de 2 días de incubación a 28º C, dicho 

cultivo se transfirió a un erlenmeyer conteniendo 20 mL de medio YPGal. Se tomaron muestras 

durante 10 días para determinar primeramente de manera cualitativa en medio sólido MEA 

conteniendo xilano de Beechwood al 1% como sustrato, lo que permitió visibilizar la actividad 

xilanolítica por la formación de halos. Con el clon que mostró el mejor halo de degradación se 

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/
http://www.clustal.org/
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continuó con la medición de la actividad enzimática xilanasa tal como se describe 

posteriormente en la sección 2.3.11. 

A fin de verificar la secuencia clonada en K. lactis GG799, las levaduras seleccionadas 

crecieron en 10 mL de medio líquido YPGal durante 48h a 28 ºC, para obtener el ADN 

genómico (Fonseca y col., 2015) y realizar las PCR. Luego se analizaron como se describe a 

continuación en la sección 2.3.9.7. 

2.3.9.7 Análisis electroforético            
 

La calidad de los plásmidos aislados y los productos de PCR se analizaron mediante 

electroforesis en geles horizontales de agarosa, a concentraciones adecuadas al tamaño del 

ADN a separar, lo cual abarcó un rango del 1 % (p/v) al 2 % (p/v) de agarosa disuelta en tampón 

TBE 0,5X.  Las muestras se prepararon mezclando 3 µL de ADN plasmídico y 5 µL de productos 

de PCR, con 1 µL de tampón de siembra.  La corrida electroforética se realizó a 120 voltios 

durante 30 min utilizándose una cuba SubSystem 70 modelo E-0310 (Labnet Internacional, 

Inc) y una fuente de poder Power Station 300 Plus (Labnet Internacional, Inc). Para visualizar 

el ADN los geles de agarosa se prepararon con bromuro de etidio (10 µg/mL). Luego se 

observaron bajo luz ultravioleta. 

2.3.10  Optimización de la producción de la enzima xilanasa en K. lactis 

2.3.10.1 Optimización del inóculo inicial 

 

Con el fin de identificar mejoras en la producción xilanolítica, se varió la densidad 

óptica inicial del cultivo en un rango que abarcó de DO1.6 a DO3. Para esto, el clon seleccionado 

creció en medio sólido YPGal durante 2 días a 28 ºC y se obtuvo un área de 6 mm2 mediante 

el raspado de la colonia. Seguidamente, se cultivaron en tubos de vidrio con 2 mL de YPGal y 
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crecieron a 28 ºC en agitación. A este cultivo, se le denominó pre- inóculo. Luego de 2 días, se 

transfirió con las DO correspondientes a un erlenmeyer de 100 mL conteniendo un volumen 

final de 20 mL de medio líquido YPGal (sección 2.3.2.2). Las muestras se tomaron durante 7 

días. El ensayo se llevó a cabo por triplicado. 

2.3.10.2 Optimización de la temperatura de crecimiento  

 

El efecto de la temperatura de crecimiento se analizó con la DO que mostró mejoras 

de la actividad xilanolítica. Para ello el cultivo creció en medio YPGal a 24, 28 y 34 ºC en 

agitación. El ensayo se llevó a cabo por triplicado. 

2.3.10.3 Optimización del medio mediante el agregado de compuestos 

 

El efecto de cloruro de hierro, carbonato de calcio, cloruro de potasio, cloruro de 

magnesio, cloruro de zinc, dextrosa y glicina se estudió a concentraciones de 0,5mM a 3mM 

a 28ºC. El medio control no tenía compuestos agregados.   

2.3.11  Determinación de actividad xilanasa 

 

Para determinar la actividad xilanolítica del sobrenadante, las células se separaron por 

centrifugación (8000 g durante 5 min). Luego la actividad xilanasa se midió en tampón fosfato 

de potasio 50 mM (pH 4,8) y se determinó usando xilano al 1% como sustrato. Para esto, se 

incubó la enzima diluida en tampón de acetato de sodio 50 mM a pH 4,8 con xilano de 

Beechwood al 1% (p/v) a 50°C durante 10 min.  

El azúcar reductor liberado se determinó mediante el método del ácido dinitrosalicílico 

(DNS) usando d-xilosa como estándar (Miller 1959) a una absorbancia de 540 nm. Una unidad 
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de actividad de xilanasa se definió como la cantidad de enzima que producía 1 μmol de xilosa 

equivalente por minuto a partir de xilano en las condiciones del ensayo. 

2.3.12  Caracterización de la actividad xilanasa recombinante presente en el 

sobrenadante 

 

Para la caracterización de la actividad xilanasa, se seleccionó el medio de cultivo que 

presentó mayor actividad. 

2.3.12.1 pH óptimo 

 

Para definir el pH óptimo, se realizó una modificación en el protocolo de determinación 

de actividad enzimática. Para ello las diluciones de los extractos se realizaron con tampones a 

diferentes pH en el rango de 3 a 10 y se incubaron con xilano de beechwood 1% (p/v) 

preparado en el mismo tampón que la dilución del sobrenadante. La actividad enzimática se 

determinó como se describe en la sección 4.4. Los valores se expresaron en porcentajes, 

donde el 100% representó el mayor nivel de actividad enzimática detectada. 

Para pH 3 se utilizó el tampón citrato (0,1 M), para pH 3.6, 4.8 y 5.6, el tampón acetato 

de sodio (0,05 M), para pH 7 el tampón fosfato de sodio (0,1 M), y, por último, para pH 8 el 

tampón tris-glicina (0,1 M). 

2.3.12.2 Temperatura óptima 

 

El efecto de la temperatura sobre la actividad EX se evaluó incubando la mezcla de 

reacción a pH 4,8 a diferentes temperaturas: 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70 y 80 y 90 °C. Las demás 

condiciones se mantuvieron constantes. Luego se continuó con la determinación de la 

actividad enzimática y la misma se expresó en UmL-1. Los valores se expresaron en 

porcentajes, donde el 100% representó el máximo nivel de actividad enzimática detectado. 
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2.3.12.3 Termoestabilidad 

 

Para evaluar la termoestabilidad enzimática en el tiempo, se incubó el sobrenadante a 

20, 30, 40, 50, 60, 70 y 80 ºC a pH 4,8. Los sobrenadantes se retiraron a intervalos de una hora 

y se midió la actividad EX residual de ellos. La actividad residual se expresó en porcentaje 

tomando la actividad enzimática al tiempo cero como el 100 %.  

2.3.12.4 Estabilidad en función del pH 

 

Para la evaluación de la estabilidad enzimática, el sobrenadante fue sometido a una 

pre- incubación con diferentes tampones a una temperatura constante de 50 ºC durante 

diferentes intervalos de tiempo. Luego se determinó la actividad enzimática a 1, 2, 3, 4, 5, 6 y 

7 h. Los valores se expresaron en porcentaje, estableciendo como 100% al mayor nivel de 

actividad xilanolítica detectado. Los pH evaluados en la estabilidad fueron para pH 3 tampón 

citrato (0,1 M), pH 3,6; 4,8 y 5,6; tampón acetato de sodio (0,05 M), pH 7 tampón fosfato de 

sodio (0,1M) y pH 8 tampón tris-glicina (0,1 M). 
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SECCIÓN III: PURIFICACIÓN Y CARACTERIZACIÓN BIOQUÍMICA DE 

XILANASA RECOMBINANTE 

2.3.13  Purificación de la enzima xilanasa 

 

El cultivo con mayor actividad xilanolítica se utilizó para purificar la enzima. De esta 

manera, el medio líquido conteniendo K. lactis GG799 secretoras de xilanasas, se centrifugó a 

6000 × g durante 10 min. El sobrenadante se filtró utilizando una membrana de difluoruro de 

polivinilideno (PVDF) de 0,2 µM (Thermo Fisher, LC2000). Finalmente, la enzima se purificó 

mediante ultrafiltración utilizando columnas Pierce Concentrator (MWCO, 30 kDa, Thermo 

Fisher Scientific).  

La determinación de la cantidad de proteínas presente en una muestra se realizó por 

el método de Bradford (1976), utilizando el reactivo Protein Assay Dye Reagent de Bio-Rad. La 

determinación se llevó a cabo siguiendo las instrucciones del fabricante, usando como 

estándar albúmina de suero bovino a una concentración entre 2 y 20 µg/mL. 

2.3.14   Análisis electroforético y detección de la enzima xilanasa 

 

Con el fin de verificar la homogeneidad de la fracción enzimática obtenida y 

determinar el peso molecular de la enzima, la fracción purificada se analizó en geles de 

poliacrilamida desnaturalizante al 8% p/v (SDS- PAGE) y se reveló por tinción con 0,2 g/L plata 

(Laemmli, 1970). Se sembraron 20 µg de proteínas totales. La corrida electroforética se realizó 

a 100 V por 120 min en tampón tris-glicina 1,5 M (pH 8,3). Para la determinación del peso 

molecular se utilizó un patrón de masa molecular preteñido (Precision Plus Protein™ 

Kaleidoscope™ Prestained Protein Standards, #1610395; BioRad). 
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La presencia de xilanasa en la fracción obtenida se determinó mediante electroforesis 

no desnaturalizante en geles de poliacrilamida al 8% p/v (ND-PAGE) (Laemmli, 1979). Para ello, 

al gel concentrador se le agregó xilano al 1% (Barchuk 2019). La corrida electroforética se 

realizó a 100 V por 120 min en tampón tris-glicina 1,5 M, pH 8,3. Una vez finalizada, los geles 

se fijaron en una solución metanol: ácido acético: agua (4:1:5) durante 5 min. Para revelar la 

actividad enzimática el gel fue incubado en tampón acetato de sodio 50 mM pH 4,8 a 50 ºC 

durante 60 min y luego teñido con rojo Congo 0,1% (p/v) durante 30 min. Finalmente se 

decoloró con NaCl 1M hasta la aparición de la banda. 

2.3.15  Caracterización de la actividad xilanasa purificada 

2.3.15.1  pH óptimo 

 

 El efecto del pH sobre la actividad enzimática de la xilanasa purificada se determinó 

según se describió en la sección 2.3.12.1. 

2.3.15.2 Temperatura óptima 

 

La determinación de la temperatura óptima para la xilanasa purificada se determinó 

siguiendo lo descrito en la sección 2.3.12.2. 

2.3.15.3 Estabilidad en función de la temperatura 

 

Para la determinación de la estabilidad enzimática de la enzima xilanasa purificada se 

determinó según la sección 2.3.12.3. 
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2.3.15.4 Estabilidad en función del pH  

 

La estabilidad enzimática a diferentes pH de la enzima xilanasa purificada, se 

determinó siguiendo el protocolo descrito en la sección 2.3.12.4. 

2.3.16  Especificidad del sustrato y cinética enzimática 

 

Los parámetros cinéticos KM y VMAX de la xilanasa purificada se determinaron midiendo la 

actividad enzimática a varias concentraciones en un rango de 0,05 a 2,5 mM de xilano de 

Beechwood. Las lecturas se hicieron a una longitud de onda de 540 y pH óptimo de la enzima. 

Luego, las constantes cinéticas se calcularon mediante el método de Michaelis-Menten 

utilizando el utilizando el Programa GraphPad Prism versión 4.0 para Windows. Estos ensayos 

se realizaron por triplicado. 

2.3.17   Análisis estadístico 

 

Los datos se procesaron mediante análisis de varianza (ANOVA), con un nivel de 

significancia del 95%. Para realizar estos análisis se utilizó el software Statgraphics Centurion 

XVII. 
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2.4 RESULTADOS 
 

SECCIÓN I: OBTENCIÓN DEL FRAGMENTO GÉNICO QUE CODIFICA 

PARA UNA ENZIMA XILANASA PROVENIENTE DE Trichoderma 

atroviride LBM 117 

2.4.1 Extracción de ácidos nucleicos 

2.4.1.1 Extracción de ADN 
 

El material genético de T. atroviride LBM 117 se obtuvo a una concentración de 110±10 

ng/µl y con una pureza de 1,73±0,02 con bandas nítidas y de buena intensidad para cada una 

de las muestras (Fig. 14). 

Figura 14: ADN genómico extraído de Trichoderma atroviride LBM 117 en gel de agarosa al 0,8 %. Se muestran 
tres extracciones realizadas de manera independiente. 

 

2.4.1.2 Extracción de ARN 
 

Se logró obtener ARN total del hongo crecido tanto a partir de placa como en medio 

líquido suplementados con xilano a una concentración de 224 ng/ul±15 mg/mL y con una 

C1    C2     C3       
C2 
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pureza de 2 ±0,09. A modo de ejemplo, en la Fig. 15 se pueden observar bandas nítidas y de 

buena intensidad obtenidas para cada una de las muestras. 

Figura 15: ARN total en gel de agarosa al 0,8 %. Se muestran cuatro extracciones realizadas de manera 
independiente. Las primeras (C1 y C2) son de cultivo en placa y las últimas (C3 y C4) corresponden al cultivo en 

medio líquido.  

2.4.1.3  Obtención de la región estructural 
 

No fue posible obtener amplicones de xilanasa a partir de la RT-PCR bajo las 

condiciones realizadas en la presente tesis. Para verificar el procedimiento correcto de la 

técnica de RT-PCR se realizó una amplificación utilizando cebadores de actina, con los cuales 

se obtuvieron bandas de 150 pb aproximadamente (Fig. 16). Asimismo, se obtuvo una banda 

de 200 pb para la aplicación de esta región a partir del ADN genómico. 
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Figura 16: Electroforesis en gel de agarosa al 1%. C1= MP, C2= Amplificación del gen de actina a partir de RT-
PCR DE de ADN genómico de 200 pb,  

C3= Amplificación del gen de actina a partir de RT-PCR DE 150 pb. 

 

También se realizó la amplificación de la xilanasa a partir del ADN genómico y se 

obtuvo una banda de pb 720 pb aproximadamente (Fig. 17).  

 

 
Figura 17: Electroforesis en gel de agarosa al 1%. Amplificación del gen de una endoxilanasa. El primer carril es 

el marcador de peso molecular de 1500 pb (C1), el segundo, la amplificación del gen de interés (C2). 

 

Los productos de la secuenciación mostraron 100% de identidad con la secuencia de 

xilanasa obtenida previamente por el grupo de trabajo. Finalmente, la secuencia se depositó 
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en la base de datos GenBank bajo el número de acceso OP382460.1. En la figura 18 se 

muestra la secuencia obtenida de 720 pb.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 18: Secuencias nucleotídica y aminoacídica que codifica para el gen endo-β-1,4-xilanasa en T. atroviride 
LBM 117.  La secuencia nucleotídica está representada por letras de color negro, la secuencia aminoacídica por 
letras de color azul. El péptido señal está representado en amarillo. En el presente trabajo se clonó el gen que 

codifica para la enzima xilanasa sin el péptido señal. Imagen tomada de GenBank OP382460.1. 
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SECCIÓN II: OPTIMIZACIÓN DE LA EXPRESIÓN HETERÓLOGA DE LA 

ENZIMA XILANASA RECOMBINANTE EN LA  

LEVADURA GRAS K. lactis GG799 

2.4.2 Obtención de xilanasa recombinante 

 

Los insertos obtenidos se clonaron de manera exitosa en E. coli DH5α manteniendo el 

100% de identidad, y se usaron para transformar K. lactis GG799. Se obtuvieron quince 

levaduras transformantes. Mediante la detección en placa, se observaron halos de 

degradación que implicaron que las xilanasas bioactivas se expresaban y secretaban (Fig. 19).  

Figura 19: Ejemplo de una prueba cualitativa de actividad xilanolítica del sobrenadante de K. lactis 
recombinantes para xilanasa y de T. atroviride LBM 117 (control positivo señalado con X), la letra w indica el 

clon con mayor actividad. En los pocillos realizados a la placa suplementada con xilano 0,1%, se agregó 20 μl de 
sobrenadante y se dejó actuar por 1 h a temperatura ambiente, luego se tiñó con rojo Congo 0,1% (p/v) y se 

enjuagó con agua hasta la aparición de halos. 

 

El clon con mayor actividad xilanasa (8900 U L-1) se llamó K.lactisGG799/xil, y se 

seleccionó para continuar con la optimización de la actividad enzimática (Fig. 20).  

 

Clon con mayor actividad 
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Figura 20: Representación de la actividad xilanasa en medio YPGal líquido de K. lactisGG799/xil  
durante 7 días de cultivo. 

2.4.3 Optimización de la producción de la enzima xilanasa en K. lactis GG799 

2.4.3.1 Optimización del inóculo inicial 
 

La mayor actividad de la enzima xilanasa se obtuvo partiendo de un inóculo de DO600= 

1,8 (9500 UL-1). Cuando los inóculos fueron DO600=1,5 y DO600= 3, la actividad xilanasa 

disminuyó, obteniéndose 7900 UL-1 y 7010 UL-1 respectivamente (Fig. 21).  

Figura 21: Actividad enzimática de los cultivos de K.lactisGG799/xil cuyas DO iniciales fueron 1,5, 1,8 y 3. El 100 

% de actividad corresponde a 9500 UL-1 

2.4.3.2  Optimización de la temperatura de crecimiento 
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La temperatura óptima de crecimiento fue de 28 ºC; a esta temperatura, K.lactisGG799/xil 

secretó 9900 UL-1 de la enzima xilanasa. Por su parte, el cultivo a temperaturas inferiores y 

superiores (26º y 30 ºC respectivamente) condujeron a una disminución en la actividad de la 

enzima. El cultivo a 26 ºC dio como resultado una actividad de 7900 UL-1 mientras que a 30 

ºC se alcanzó una actividad de 7100 UL-1 (Fig. 22). 

Figura 22: Gráfico de barras correspondiente a la optimización de la temperatura de crecimiento de 
K.lactisGG799/xil. La máxima actividad xilanolítica corresponde a 9900 UL-1 

 

2.4.3.3  Optimización del medio mediante el agregado de compuestos 
 

Para evaluar la actividad xilanolítica, se agregaron al medio de cultivo cloruro de hierro, 

carbonato de calcio, cloruro de potasio, cloruro de magnesio, glicina, cloruro de zinc y 

dextrosa en concentraciones crecientes de 0,5 a 1,5 mM. 

Los resultados obtenidos indican que, en presencia de cloruro de hierro 0.5 mM y 

carbonato de calcio 1mM, se observó un aumento en la actividad xilanolítica a las 6 y 12 h de 

incubación, sin embargo, luego de 24 h, no se observaron diferencias significativas respecto 

al control (Fig. 23 A y B). Con la adición de cloruro de potasio 0,5 mM, la actividad de xilanasa 

fue de 11234 U L-1 después de 12 h de incubación. A concentraciones más altas, la actividad 

de la xilanasa disminuyó (Fig. 23 C).   
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El caso del cloruro de magnesio fue particular porque, con concentraciones de 0,5 y 1 

Mm L-1, se observó similar actividad de xilanasa después de 36 h de incubación (21456 U L-1 y 

20181 U L-1 respectivamente). Con una concentración de 1,5 mM de este compuesto, se 

observó una disminución en la actividad de la enzima (Fig. 23 D).  

Durante las primeras 24 h de incubación con glicina, las tres produjeron mayor 

actividad enzimática relativa que el control. Sin embargo, transcurrido este tiempo, el control 

presentó mayor actividad enzimática relativa. Como se puede observar en la Fig. 23 E, el efecto 

máximo este compuesto se notó a las 12 h de incubación a una concentración de 1 mM L-1 

cuando la producción fue de xilanasa fue de 19872 U L-1.  

 Utilizando 1,5 mM L-1 de cloruro de zinc, la actividad de xilanasa fue de 25498 U L-1 

después de 24 h de incubación. Concentraciones menores de este compuesto afectaron 

negativamente la producción de xilanasa (Fig. 23 F).   

La producción óptima de la enzima xilanasa recombinante se observó en medios 

líquidos suplementados con dextrosa 1 mM L-1 (36292 U L-1) después de 12 h de incubación 

(Fig. 23 G). La adición de 0,5 L-1 o 1,5 L-1 de este azúcar al medio resultó en una disminución 

de la actividad de xilanasa. Como la mayor actividad xilanolítica se obtuvo con 1 mM de 

dextrosa, se probaron concentraciones de hasta 3 mM, pero la mayor producción se logró 

previamente. 
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 Figura 23: Influencia de diferentes concentraciones de compuestos sobre la actividad xilanolítica durante 72 h 

de incubación. A) Cloruro de hierro, B) Carbonato de calcio, Cloruro de potasio, D) Cloruro de magnesio, E) 
Cloruro de zinc, F) Dextrosa y G) Glicina. Los ensayos se realizaron a 28ºC en agitación. 
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2.4.3.4 Caracterización de la actividad xilanasa recombinante presente en el 

sobrenadante  

 

En el análisis del zimograma con las muestras de cultivo suplementado con dextrosa 1 

mM L-1 a las 6, 12 y 24 h de incubación, se detectó la enzima xilanasa, la cual se identificó por 

la visualización de una zona más clara en el gel, como resultado de actividad xilanolítica (Fig. 

24). 

 
Figura 24: Detección de la enzima xilanasa. ND- PAGE en condiciones nativas utilizando tinción con Rojo Congo. 
Los carriles 1,2 y 3 corresponden a los soobrenadantes de cultivo suplementado con dextrosa 1 mM a las 6, 12 y 

24 h de incubación. Se sembraron 20 µg de proteínas por pocillo. 
 

El pH óptimo del extracto enzimático fue 5,6 mientras que la temperatura óptima fue 

60 ºC (Fig. 25 A y B). El extracto retuvo el 100 % de su actividad después de 2 h de incubación 

a 60 ºC y el 97 % de actividad luego de 2 h (Fig. 25 C). Asimismo, conservó el 100 y 95 % de 

actividad luego de 1 h, cuando se incubó a pH 5,6. (Fig. 25 D).  
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Figura 25: Efectos del pH y la temperatura sobre la actividad xilanolítica de la enzima xilanasa purificada (Fig. A 
y B). Efectos de temperatura y pH sobre la estabilidad xilanolítica de la enzima xilanasa purificada (Fig. C y D). 

Estos ensayos fueron realizados a 60ºC (Fig. 25 A y D) y a pH 4,8 (Fig. 25 B y C). 
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SECCIÓN III: PURIFICACIÓN Y CARACTERIZACIÓN DE  

XILANASA RECOMBINANTE 

2.4.4 Purificación de la enzima xilanasa  

 

Se utilizó el cultivo de K.lactisGG799/xil crecido en medio YPGal partiendo de un 

inóculo inicial con DO600 = 1.8, cultivado a 28 ºC y suplementado con dextrosa 1 mM L-1, 

obtenido luego de 12 h de crecimiento, dado que fueron las condiciones que mostraron 

resultados prometedores para obtener un perfil proteico máximo, luego de 12 h de 

crecimiento. Las subsiguientes determinaciones, se realizaron con esta fracción proteica 

purificada. 

2.4.5 Análisis electroforético y detección de la enzima xilanasa 

 

El SDS-PAGE con tinción con AgNO3 reveló una única banda, lo que indicó purificación 

a homogeneidad, siendo la masa molecular de la proteína de aproximadamente 20 kDa (Fig. 

26).  

Figura 26: Estimación del peso molecular de la enzima xilanasa purificada. A) SDS/Page Plata.  B) Zimograma con xilano 1% 
el gel se incubó en tampón acetato de sodio pH 4,8 a 50 ºC 60 min min y luego se tiñó con rojo Congo 0,1% (p/v) durante 30 

min. Finalmente se decoloró con NaCl 1M hasta la aparición de la banda. Carril 1: MP. Carril 2: xilanasa recombinante. Se 
sembraron 20 µg de proteínas/pocillo. 
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2.4.6 pH y temperatura óptimos, estabilidad enzimática 

 

La enzima xilanolítica purificada exhibió un pH óptimo de 5,6 (Fig. 27 A). La 

temperatura óptima para la actividad xilanolítica de la enzima purificada fue de 60 ºC (Fig. 27 

B). Por su parte, al evaluar la estabilidad de la enzima xilanolítica purificada, se observó que 

ésta retuvo el 100 % de actividad a 60 ºC luego de una hora de incubación y el 97% al cabo de 

dos horas (Fig. 27 C). En lo que respecta a la estabilidad en función del pH, la enzima purificada 

retuvo el 100% de su actividad después de 1 h de incubación a pH 5,6 y el 89 % luego de 

transcurridas las 2 h (p ≥ 0,05). Por otro lado, a pH 4,8, la enzima retuvo el 91% de actividad 

luego de 1 h de incubación, reduciéndose a 80% luego de las 2 h (Fig. 27 D).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 27: Efectos del pH y la temperatura sobre la actividad xilanolítica de la enzima xilanasa purificada (Fig. A 
y B). Efectos de temperatura y pH sobre la estabilidad xilanolítica de la enzima xilanasa purificada (Fig. C y D). 

Estos ensayos fueron realizados a 60ºC (Fig. 27 A y D) y a pH 4,8 (Fig. 27 B y C). 

2.4.7 Especificidad del sustrato y cinética enzimática  

 

 

A                                                                                 B 

C                                                                                 D 



 

 72 

Cuando se determinaron los parámetros cinéticos, se obtuvieron los resultados que se 

presentan en la tabla 2. 

Tabla 2: Parámetros cinéticos calculados para la enzima xilanasa purificada. Determinación de KM y VMAX en 
función de la tasa de hidrólisis del xilano de beechwood a concentraciones que variaron de 0,05– 5 mM 

 

 KM  (mg/mL) VMAX  (μmol/min/mg) 

xilano de Beechwood 5359 0,1785 
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2.5 DISCUSIÓN 
 

 

En los últimos años se ha visto un incremento en la demanda de productos naturales 

de todo tipo. Principalmente se busca que sean menos dañinos (tanto como para la salud en 

general como para el medio ambiente), rentables y que exhiban alta calidad. Estas 

características se encuentran en las enzimas producidas por microorganismos como bacterias 

y hongos, más precisamente en los géneros Aspergillus sp., Trichoderma sp. y Penicillium sp. 

del reino fungi (Basu y col., 2018; Singh y col., 2019). 
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SECCIÓN I: OBTENCIÓN DE LA REGIÓN CODIFICANTE DE UNA 

XILANASA de T. atroviride LBM 117 

2.5.1 Obtención de la región estructural 

 

La gran mayoría de los protocolos de clonación y expresión heteróloga parte de ARNm 

(Ahmed y col., 2009), sin embargo, en el presente trabajo no fue posible lograr la amplificación 

de la enzima xilanasa por RT – PCR. Estos resultados pueden deberse a que la enzima de 

interés no fue expresada a nivel transcripcional en las condiciones analizadas, indicando que 

tal vez sean otras las isoenzimas xilanolíticas presentes o, que la enzima xilanasa que se 

pretendía clonar no se estuviese expresado a nivel transcripcional en el medio de cultivo en el 

momento de la toma de muestra. Cabe aclarar que fue posible obtener un fragmento de actina 

a partir de RT-PCT por lo cual inferimos que la técnica se realizó correctamente. 

Otra estrategia que se utiliza para la clonación, es la eliminación posterior de la 

secuencia intrónica a partir del uso de cebadores que los incluya durante la amplificación, 

partiendo de ADN genómico (Deng y col., 2006; Ghaffar y col., 2011). En este sentido, resulta 

interesante resaltar que, en el presente trabajo, fue posible clonar y expresar la enzima 

xilanolítica a partir de ADN genómico, lo que resulta novedoso teniendo en cuenta que la 

expresión heteróloga se realiza generalmente partiendo de ADNc.  

Chavez y col., (2002) fueron los primeros en expresar un gen de endoxilanasa fúngica 

en una levadura con el empalme correcto de intrones, en dicho caso utilizaron S. cerevisiae. 

En este sentido, la secreción de la proteína funcional es un indicador de que la levadura 

transformada es capaz de procesar correctamente el ARNm. Por otra parte, Ahmed y col., 
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(2009), demostraron que la expresión del gen de xilanasa recombinante se encuentra bajo 

control transcripcional con el xilano como inductor y la glucosa como represora. 

2.5.2  Expresión de una xilanasa de T. atroviride LBM 117 en la levadura GRAS 

K. lactis GG799 

 

Diversas técnicas moleculares se han desarrollado para la obtención de enzimas con 

mejoras en sus propiedades bioquímicas con el fin de permitir su aplicación industrial. Una de 

las más utilizadas, es la expresión heteróloga de proteínas recombinantes (Basu y col., 2018).  

En lo respecta a sistemas hospedadores, las levaduras constituyen un organismo 

interesante debido a sus características (Juturu y Wu, 2012). En este trabajo, se eligió K. lactis 

GG799 para la expresión del gen de xilanasa de T. atroviride LBM 117. Particularmente en la 

industria alimentaria, K. lactis GG799 es ampliamente utilizada para la expresión de proteínas 

recombinantes, ya que cumple con el requisito indispensable para la FDA al catalogarse como 

GRAS. Thomas (2015) reportó la expresión de xilanasa recombinante en K. lactis GG799 con la 

que se obtuvieron mejores resultados comparados con los obtenidos con la enzima nativa. 

En los reportes disponibles, se aprecia la utilización de péptidos señal nativos (factor α 

de S. cerevisiae o invertasa; toxina killer de K. lactis; Y. lipolytica XPR2) con el fin de clonar 

diferentes enzimas. En el presente estudio, para expresar la enzima xilanasa en K. lactis, se 

construyó un plásmido de expresión bajo el control del promotor PLAC4-PBI estrictamente 

regulado, con la secuencia señal del péptido señal del factor α-MF de S. cerevisiae para dirigir 

la secreción de la proteína recombinante. Park y col. (2021) clonaron en el vector pKLAC2 con 

el promotor LAC4 y el factor de apareamiento α obteniendo con éxito la proteína 

recombinante brazeína. Al igual que los resultados obtenidos en el presente trabajo, muchos 

genes de xilanasa han sido expresados con éxito en K. lactis GG799, algunos de los cuales 
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demostraron el potencial uso de esta enzima en panificados. Se la utilizó la elaboración de pan 

chino al vapor, en la producción de productos químicos de valor agregado y en el biopulpado 

(Alnoch y col., 2022; Bae y col., 2007; Jiang y col., 2010, Zhan y col., 2014). 
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SECCIÓN II: OPTIMIZACIÓN DE LA EXPRESIÓN HETERÓLOGA DE LA 

ENZIMA XILANASA RECOMBINANTE EN LA LEVADURA 

 GRAS K. lactis GG799 

2.5.3 Optimización del medio para la producción de la enzima xilanasa en K. 

lactis GG799 

 

La composición del medio de cultivo es crucial para el desarrollo exitoso de cepas para 

la producción industrial y a gran escala de proteínas heterólogas (Fuzi y col., 2014). En este 

sentido, tanto la composición del medio nutritivo como las condiciones de cultivo, tienen una 

fuerte influencia en la producción de xilanasas (Wang y col., 2019). Existen también factores 

fisicoquímicos que influyen en la producción de xilanasas como ser la temperatura, el período 

de incubación, la velocidad de agitación, y el pH (Dhaver y col., 2022). Es por esto que, detectar 

los factores más importantes y optimizar las condiciones de crecimiento, son esenciales para 

garantizar la producción máxima de estas enzimas, lo que podría reducir significativamente 

los costos (Uhoraningoga y col., 2018).  

2.5.3.1 Optimización del inóculo inicial 

 

En el presente trabajo, la optimización del inóculo inicial de K.lactisGG799/xil, condujo 

a un aumento de la actividad xilanasa.  Similares resultados obtuvieron Fuzi y col. (2014) 

quienes confirmaron que un aumento en inóculo es equivalente a un incremento en la 

actividad xilanolítica.  
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2.5.3.2 Optimización de la temperatura de crecimiento de la levadura K. lactis 

 

Park y col. (2021), investigaron tres temperaturas de incubación (23, 30 y 37 ° C) en un 

cultivo de K. lactis GG799 recombinante, y demostraron que el crecimiento celular de la 

levadura se vio significativamente obstaculizado a 23 y a 37 ºC, en comparación con el cultivo 

a 30 °C, que consideraron óptimo, determinando que la temperatura influyó en el crecimiento 

celular y en la expresión de la proteína secretada. En concordancia con los resultados 

presentados por dichos autores, en esta tesis se comprobó que a 24 y 34 ºC, la actividad 

xilanolítica se vio disminuida, estableciendo 28 ºC como la temperatura óptima de crecimiento 

para estas levaduras.  

2.5.3.3 Optimización del medio mediante el agregado de compuestos 

 

Otro factor que juega un rol importante en la actividad enzimática son los 

componentes del medio de cultivo (Bajaj y col., 2011). Varios estudios han abordado la 

optimización de las condiciones del medio con el fin de lograr mayores rendimientos de 

proteínas heterólogas utilizando K. lactis GG799 como huésped heterólogo (Thomas y col., 

2015; Zhan y col., 2014). En este trabajo, además de suplementar el medio con diferentes 

tipos de compuestos, se evaluó el efecto dosis/respuesta de cada uno de ellos utilizando tres 

concentraciones diferentes (0,5 mM, 1 mM y 1,5 mM). 

En este sentido, con el agregado de cloruro de hierro y carbonato de calcio, no se 

observaron efectos significativos sobre la actividad xilanolítica como con los demás 

compuestos testeados. Sin embargo, Mahilrajan y col. (2014), indicaron que una xilanasa 

recombinante era capaz de retener el 88% de su actividad cuando el medio en el que se 

encontraba era suplementado con calcio y Kiribayeva y col. (2022), determinaron que con 

iones calcio era posible obtener mayor actividad xilanolítica, estos hallazgos son opuestos a 
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los aquí obtenidos. La incorporación de hierro al medio de cultivo disminuyó la actividad 

xilanasa, exactamente al igual que lo ocurrido a Kiribayeva y col. (2022), quienes vieron 

inhibida la actividad xilanolítica en presencia de este metal. 

Bajaj y Manhas (2012), observaron que, al agregar iones de potasio, la actividad de la 

enzima xilanasa aumentaba. Por su parte, Fuzi y col. (2012), comprobaron que el agregado de 

K2SO4 junto con otros compuestos, también aumentaba la actividad de una endo-β-1,4-

xylanasa expresada en K. lactis GG799. En este trabajo, el agregado de cloruro de potasio 1 

mM aumentó la actividad de la enzima recombinante, no sucediendo lo mismo al aumentar y 

disminuir la concentración de dicho compuesto. 

Los iones metálicos actúan como cofactor de la enzima involucrada en el metabolismo, 

mejoran el crecimiento de los organismos y además participan en la producción de diferentes 

enzimas (Shylesha y col., 2021). Al igual que en la presente investigación, los resultados de 

Mahilrajan y col. (2014), revelan que la producción de xilanasa aumenta casi un 22% con el 

uso de iones metálicos Mg++ en comparación con el control. Del mismo modo, Kiribayeva y 

col. (2022) demostraron que una xilanasa recombinante, aumentaba en presencia de Mg++. En 

nuestro caso, el suplemento con 0,5 y 1 mM de cloruro de magnesio, aumentó la actividad 

xilanolítica, sin embargo, concentraciones superiores a éstas (1,5 mM) no tuvieron el mismo 

efecto.  

Algunos de los compuestos seleccionados para suplementar el medio de cultivo, 

presentan valor nutricional para la dieta humana, fue por esto que se decidió elaborar 

productos panificados partiendo de cultivos enriquecidos con ellos. En este sentido, la 

dextrosa, se añade a las bebidas energéticas deportivas, y se encuentra en alimentos ricos en 

hidratos de carbono como los cereales o las papas. La actividad xilanolítica fue máxima en el 

medio suplementado con dextrosa 1 mM. Sin embargo, mayores y menores concentraciones 



 

 80 

de este azúcar, no tuvieron una influencia positiva en la actividad de la enzima. Al igual que 

estos resultados, Murugan y col. (2011) observaron un aumento en la actividad xilanolítica en 

un medio de cultivo con dextrosa.  

El zinc tiene funciones catalíticas en el cuerpo humano, aumentando la velocidad de 

las reacciones químicas. En nuestro trabajo, la suplementación del medio con zinc 1,5 mM 

condujo a un aumento en la actividad xilanasa. Sin embargo, cuando se testearon menores 

concentraciones, la actividad xilanolítica disminuyó. Del mismo modo Bajaj y Manhas (2012) 

reportaron que iones zinc tenían un efecto positivo en la actividad de una enzima xilanasa.  

Por su parte, está comprobado que la glicina es un aminoácido esencial para muchas 

funciones musculares, cognitivas y metabólicas, y al tomarlo como suplemento de fuentes 

alimentarias se obtienen más beneficios. Fuzi y col. (2014), comprobaron que la actividad de 

xilanasa recombinante fue la más alta en el cultivo temprano en un medio que contenía 

glicina, lo que está en concordancia con nuestros hallazgos, ya que el suplemento con Glicina 

1 mM aumentó la actividad xilanolítica, no así las concentraciones de 0,5 y 1,5 mM. 

En la bibliografía existen reportes que contradicen a los resultados obtenidos en el 

presente trabajo, estos incluyen los suplementos con calcio y zinc, ya que se ha comprobado 

que iones de calcio tienen efectos positivos sobre la actividad de una endo-1,4-β-xilanasa 

recombinante (Balderas Hernandez y col., 2021; Yazawa y col., 2011). Shi y col., (2013), 

afirman que el incremento de la actividad de esta enzima se debe a que los iones de calcio son 

estructuralmente necesarios para el mantenimiento de la geometría del sitio activo de XynB, 

mientras que, la ausencia de este ion, causa un efecto negativo en el reconocimiento y la unión 

al sustrato. Por otra parte, se encontró que iones de zinc tienen un efecto inhibidor en 

xilanasas de Penicillum glabrum, y P. sclerotiorum (Knob y col.; 2010, Knob y col., 2013) y Bajaj 
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y Manhas (2012), reportaron que iones de hierro afectan negativamente la actividad 

xilanolitica. Lo expuesto anteriormente es contrario a los resultados obtenidos en esta tesis. 

Es sabido que más de una cuarta parte de todas las enzimas conocidas requieren la 

presencia de átomos metálicos para una actividad catalítica completa (Palmer, 2001). Los 

iones metálicos pueden influir en la actividad de las enzimas de múltiples maneras: pueden 

aceptar o donar electrones para activar electrófilos o nucleófilos, ellos mismos actúan como 

electrófilos; pueden enmascarar el efecto de los nucleófilos para evitar reacciones secundarias 

no deseadas, pueden unir la enzima y el sustrato por medio de enlaces coordinados y pueden 

mantener los grupos reaccionantes en la orientación tridimensional requerida, o bien pueden 

estabilizar la conformación catalíticamente activa de la enzima (Palmer, 2001).  

Por otro lado, en esta tesis se comprueba que, la productividad óptima de la enzima 

xilanasa se obtuvo en tiempos de incubación más cortos (12 h), lo que, según Fuzi y col. (2010), 

hace que el medio sea adecuado para usar cuando se busca una producción eficiente y en 

menor tiempo. 

2.5.4 Caracterización bioquímica del extracto conteniendo xilanasa 

recombinante 

 

La caracterización bioquímica de enzimas es crucial para comprender sus propiedades 

y aplicaciones potenciales. En este sentido, el pH óptimo de una enzima es un factor 

determinante de su actividad catalítica. En el presente estudio, tanto el extracto enzimático 

de xilanasa recombinante como la enzima xilanasa purificada, mostraron un pH óptimo de 5,6. 

Este resultado sugiere que la actividad máxima de la xilanasa se produce en un entorno 

ligeramente ácido. La xilanasa, al ser una enzima que hidroliza enlaces glucosídicos en la xilosa, 
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puede estar adaptada para actuar en un ambiente ácido, posiblemente imitando las 

condiciones presentes en su sustrato natural.  

La temperatura óptima es otro factor esencial que afecta la actividad enzimática. En 

este trabajo, tanto el extracto enzimático de xilanasa recombinante como la enzima xilanasa 

purificada, exhibieron una temperatura óptima de 60 ± 1 ° C, lo que sugiere que el extracto y 

la xilanasa purificada funcionan de manera eficiente a temperaturas elevadas. De esta 

manera, la actividad óptima a 60 ± 1 ° C puede ser útil en aplicaciones industriales que 

involucren la degradación de la xilosa en condiciones de alta temperatura.  

La estabilidad térmica es crucial para la aplicabilidad de las enzimas en procesos 

industriales. En este sentido el extracto enzimático de xilanasa recombinante mostró una 

retención significativa de su actividad después de 2 h de incubación a 60°C, lo que indica una 

buena estabilidad a esta temperatura. Sin embargo, la enzima purificada disminuyó dicha 

estabilidad a la hora, lo que sugiere, que la purificación disminuye la estabilidad térmica de la 

enzima. Lo mismo ocurrió con la estabilidad en función de pH, dado que el extracto enzimático 

fue estable durante más tiempo que la enzima purificada.  
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SECCIÓN III: PURIFICACIÓN Y CARACTERIZACIÓN DE LA  

XILANASA RECOMBINANTE 

2.5.5  Peso molecular 

 

En el presente trabajo se ha reportado que el PM de la enzima recombinante 

corresponde a 20 kDa aproximadamente. En este sentido, Polizeli y col. (2005) afirmaron que 

las endoxilanasas de bacterias y hongos muestran exclusivamente estructuras proteicas de 

una sola subunidad con un peso molecular que oscila entre 8,5 y 85 kDa y la mayoría muestra 

glicosilación. Para Boonrung y col. (2016) las xilanasas de bajo peso molecular son de 

importancia industrial debido a que pueden difundirse mejor e hidrolizar eficientemente el 

xilano. 

Según Liu y col. (2011) la mayor parte de las xilanasas bacterianas pertenecen a la 

familia GH10, mientras que las xilanasas fúngicas pertenecen principalmente a la familia 

GH11. La comparación estructural in-silico de xilanasas bacterianas y fúngicas muestra 

diferencias en su estructura secundaria, especialmente en las áreas del asa. De este modo, 

xilanasas bacterianas tienen principalmente una estructura de hoja β, mientras que xilanasas 

fúngicas, tienen además hélices α.  

De esta manera, podemos inferir que, por el PM y el modelado tridimensional, esta 

enzima endoxilanasa pertenece a la familia 11 de las glicosil hidrolasas (EC 3.2.1.8) las cuales 

se encuentran dentro del grupo de las xilanasas con masa molecular relativamente baja (< 30 

kDa) (Paës y col., 2012).  
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2.5.6   Caracterización bioquímica de la xilanasa recombinante 

 

Conocer las características bioquímicas de la actividad enzimática es de suma 

importancia para maximizar la acción hidrolítica de las xilanasas al momento de su aplicación 

a escala industrial (Barchuk, 2016). 

Numerosos reportes en la bibliografía establecen la catálisis óptima de las xilanasas en 

el rango de pH entre 4 y 7 (Barchuk 2017; Cayetano-Cruz y col. 2016; Zhan y col., 2015). De 

igual modo, los resultados obtenidos de la evaluación del pH óptimo en el presente trabajo 

concuerdan con los rangos de pH definidos como óptimos para xilanasas en la bibliografía, ya 

que el pH óptimo para la enzima fue de 5,6. En este sentido, nuestros resultados son 

aproximados a los reportados por Kiribayeva y col. (2022) y Zhan y col. (2014), quienes 

informaron un pH óptimo de 6 para una xilanasa expresada en E. coli y K. lactis 

respectivamente. 

Para determinar la temperatura a la cual la actividad xilanolítica era máxima, se evaluó 

la enzima en un rango 10 a 90 ºC y los resultados obtenidos mostraron mayor actividad 

xilanolítica desde 40 a 60 ºC. Este rango concuerda con los obtenidos por numerosos autores 

quienes demostraron que las xilanasas fúngicas típicamente tienen temperaturas óptimas 

alrededor de 50 ºC (Murthy y Naidu 2010). La xilanasa recombinante presentó una 

temperatura óptima de 60 ºC. Resultados similares obtuvieron Balderas Hernández y col. 

(2021), quienes reportaron temperaturas óptimas de 55º C para una endo-1,4-β-xylanase de 

Clostridium cellulovorans; por Zhang y col. (2012) quienes informaron que la temperatura 

óptima para una xilanasa termofílica expresada en E. coli era de 60º C. 

Según Shah y Madamwar (2005), la estabilidad enzimática se ve influenciada en gran 

medida por la acción del pH y la temperatura. De este modo, según el pH y la temperatura del 
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medio, la enzima podrá ser inactivada, desnaturalizada o bien puede ocurrir una distribución 

desfavorable de carga entre el sustrato y las moléculas de las enzimas que aumentan al 

transcurrir el tiempo. Por este motivo, evaluar termoestabilidad y estabilidad en función del 

pH, es importante para diferentes aplicaciones industriales.  

Los resultados obtenidos en este trabajo demostraron que, a una temperatura de 60 

ºC, la estabilidad enzimática fue mayor con respecto a las demás temperaturas evaluadas y 

que a pH 5,6 la actividad de la enzima fue más estable. Al igual que nuestros resultados, en la 

bibliografía existen numerosos reportes en los que estos valores son similares (Kiribayeva y 

col., 2022; Wang y col., 2022). 

La presente caracterización reveló una destacada estabilidad y eficacia en condiciones 

de pH y temperatura, sugiriendo la robustez y versatilidad de la enzima recombinante 

obtenida mediante ingeniería genética para su utilización en entornos industriales. Estos 

resultados iniciales allanan el camino para futuras investigaciones y aplicaciones que podrían 

tener un impacto significativo en la fabricación y procesamiento de productos horneados, 

resaltando el potencial de la enzima xilanasa como un componente crucial en la formulación 

de productos de panadería de alta calidad y valor agregado. 

2.5.7  Estudios de cinética, especificidad de sustrato e inhibición 

Dado que el valor de KM es mayor que cero, se puede inferir que la xilanasa muestra 

una cierta especificidad por el xilano de Beechwood. Una KM baja mejora la afinidad de la 

enzima por el sustrato. El valor de KM obtenido en este trabajo, está dentro del rango de 

xilanasa fúngicas reportadas en la literatura. Dhaver y col. (2022) y Wang y col. (2022), notaron 

valores similares a los aquí obtenidos. En cuanto a la VMAX, ésta puede estar influenciada por 

diversos factores, como la concentración de la enzima y del sustrato, así como las condiciones 
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de reacción, por lo que estos resultados son específicos para las condiciones experimentales 

utilizadas. En este trabajo, la VMAX obtenida fue alta, al igual que lo observado por Dhaver y 

col. (2022) y Wang y col. (2019). Debido a que la xilanasa tiene un valor alto de VMAX y un valor 

bajo de KM, tiene una alta afinidad por el sustrato, y puede catalizarlo de manera más eficiente 

y rápida que a otros (Kiribayeva y col., 2022). 

 

 

 

  



 

 87 

2.6 CONCLUSIONES 

 

En el desarrollo de esta tesis no fue posible lograr la clonación a partir de ADNc, sin 

embargo, se pudo obtener un gen de 720 pb.  

La expresión heteróloga del gen de xilanasa se realizó con éxito en K. lactis GG799. 

Estos resultados confirman que el sistema de expresión recombinante en esta levadura  fue 

apropiado para producir la enzima de manera heteróloga. La suplementación con dextrosa, 

condujo a una actividad xilanolítica óptima (36292 U L-1) luego de 12 h de incubación. 

La xilanasa purificada a homogeneidad presentó un peso molecular de 20 kDa. El pH 

óptimo para la enzima fue 5,6 y la temperatura óptima fue de 60 ºC. La xilanasa exhibió alta 

estabilidad a bajo pH y alta temperatura. Las características bioquímicas encontradas son 

apropiadas para que la enzima sea utilizada en las etapas subsiguientes del presente trabajo.  
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3 CAPÍTULO III: LACASAS 

INTRODUCCIÓN 

3.1 Lacasa 

 

La lacasa (EC 1.10.3.2) es una de las pocas enzimas que ha sido objeto de estudio desde 

finales del siglo pasado (Upadhyay y col., 2016). En 1883 se la descubrió por primera vez en la 

savia del árbol de la laca japonesa Rhus vernicifera, de donde tomó el nombre, pero su 

presencia no se demostró hasta el año 1986, cuando se la encontró en hongos (Janusz y col., 

2020). 

La lacasa es una oxidasa con múltiples sitios de unión al cobre que tiene la capacidad 

de oxidar compuestos fenólicos por lo que se la clasifica como bencenodiol: oxidoreductasa 

(p-difenol oxígeno oxidoreductasa). Si bien la acción catalítica de la enzima consiste en la 

oxidación de p-difenoles en presencia de oxígeno, la variedad de sustrato que puede ser 

oxidado es bastante amplia y varía con la fuente de la enzima. Esta falta de especificidad de la 

lacasa para la reducción de sustrato es su punto clave, ya que su acción puede extenderse a 

una variedad de sustratos, incluyendo polifenoles, fenoles sustituidos con grupos metoxilo, 

aminas aromáticas, ascorbato aromático, compuestos que contienen grupos hidroxilo y 

aminas mientras se produce la reducción de oxígeno molecular a agua (Tobechukwu y col., 

2021). 

3.1.1 Estructura de la enzima lacasa 

 

Las lacasas típicas contienen tres centros de Cu (Tipo I, II y III) que consisten en cuatro 

iones de Cu (Fig. 28).  
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Cu tipo I (Cu T I): es responsable del color azul intenso y tiene electro absorción a 605 

nm y espectro de resonancia electro paramagnética (EPR) detectable. Por el alto potencial 

redox de este cobre, es el sitio donde ocurre la oxidación del sustrato. 

Cu tipo II (Cu T II): a diferencia del tipo I, es incoloro y detectable por EPR. Funciona 

como un aceptor de electrones y tiene una alta afinidad por aniones (F-, CN-) que actúan como 

inhibidores de actividad enzimática. 

Cu tipo III (Cu T III): tiene un par de átomos de Cu que tienen una absorción débil en el 

espectro ultravioleta y carecen del espectro EPR. Los tipos II y III juntos forman el grupo 

trinuclear de lacasas donde se une el dioxígeno y tiene lugar la reducción de cuatro electrones 

a agua (Agrawal y col., 2020).  

Los aminoácidos de estos centros de unión al cobre están distribuidos en cuatro 

regiones altamente conservadas (L1, L2, L3 y L4). Hay 12 residuos de aminoácidos en la enzima 

que actúan como ligandos de cobre y están alojados dentro de estas cuatro regiones 

conservadas (Cheng y col., 2023). Estos residuos son diez His, una Cys y una Leu, Phe o Met. 

Dentro de los cuales los aminoácidos de unión al cobre tipo 1 son dos His, una Cys y una Met. 

Los primeros tres residuos son esenciales para la unión del cobre, formando un trígono fuerte 

con el ion cobre, mientras que el enlace con el cuarto residuo (una Met axial) es más distante 

y débil, pudiendo ser reemplazado por otros aminoácidos, tales como Leu o Phe (Thurston, 

1994). 

En la mayoría de lacasas donde la proteína adopta una conformación monomérica, el 

cobre tipo I se sitúa en el dominio 3, mientras que el cluster trinuclear de cobre tipo II y III se 

sitúa en el punto de contacto entre el dominio 1 y 3. Por su parte, el dominio 2 facilita el 

ensamblaje del cluster trinuclear al unir los dominios 1 y 3 (Fig. 29). 
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Figura 28: Representación de la estructura molecular de la enzima Lacasa de Streptomyces coelicolor.  

Tomada de Skálová y col., 2009. 

  

Figura 29: Centro activo de Lacasa de 3 dominios. Tomada de Manzano (2012) 
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3.1.2 Mecanismo de acción de las lacasas 

 

La lacasa cataliza la oxidación de diferentes compuestos orgánicos e inorgánicos, a 

través de la transferencia de un electrón, provocando la reducción lateral de oxígeno en agua 

(transferencia global de 4 electrones) y la formación de un radical libre procedente del 

sustrato de partida. 

  

 

En las reacciones catalizadas por lacasas, distintos centros del cobre de la enzima 

conducen los electrones desde un sustrato reductor al oxígeno molecular, sin la producción 

de intermediarios tóxicos (Polyakov y col., 2017). Esto se consigue mediante cuatro 

oxidaciones mono- electrónicas del sustrato catalizado por el cobre TI (Fig. 30). 

Figura 30: Representación esquemática de la reducción de oxígeno por acción catalítica de lacasa.  
Tomado de Sosna y col. (2013). 

 

Los electrones son posteriormente transferidos al centro trinuclear mediante una ruta 

formada por los aminoácidos His-Cys-His a lo largo de 12 Å que separan el centro TI del cobre 

TIII (Arregui y col., 2019). Tras recibir cuatro electrones procedentes del sustrato, junto con 

dos protones del medio, la enzima queda completamente reducida. En este estado, reacciona 

Lacasa 

 

  S + O2                      SR´+ 2H2O 



 

 93 

al oxígeno mediante dos pasos secuenciales de transferencia de electrones, teniendo lugar la 

reducción del oxígeno molecular y la liberación de agua. La oxidación de los sustratos tiene 

lugar cuando se produce su unión al cobre TI, siendo este el primer aceptor de electrones 

(Mate y col., 2017). 

El proceso de inhibición de la lacasa puede llevarse a cabo a través de la interrupción 

de la transferencia del electrón por la unión del inhibidor sobre el cobre de tipo II y III, por 

quelación de átomos de cobre II o por el intercambio de residuos aminoacídicos, entre otros 

(Cheng y col., 2023). 

Los requisitos simples de la catálisis de lacasa (presencia de sustrato y O2), así como su 

aparente estabilidad y falta de inhibición hacen que esta enzima sea adecuada y atractiva para 

aplicaciones industriales. Además, la lacasa puede oxidar una amplia gama de sustratos 

orgánicos e inorgánicos, incluidos mono, di, polifenoles, aminofenoles, metoxifenoles y 

complejos metálicos, que son la razón principal de su atractivo para docenas de aplicaciones 

biotecnológicas (Upadhyay y col., 2016). 

3.1.3 Fuentes 

 

Se ha reportado la presencia de lacasas en las paredes celulares de plantas como Rhus 

succedanea, Lactarious piperatus y Prunus pérsica, donde intervienen en la síntesis de lignina 

(Chaudhary y col., 2023). Asimismo, se puede encontrar lacasas en algunas especies de 

bacterias como Azospirillum lipoferum, Marinomonas mediterranea, Streptomyces griseus, S. 

apomoea y Bacillus subtilis donde juegan un papel importante en la morfogénesis, la 

biosíntesis de pigmentos marrones en las esporas que las protegen de los rayos UV y además 

en la homeostasis del cobre (Martins y col., 2020). La presencia de estas enzimas también se 

extiende en insectos perteneciente a los géneros Bombyx, Calliphora, Diploptera, Drosophilia, 
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Lucilia, Manduca, Musca, Phormia y Schistocerca donde se cree que juega un papel 

importante en la esclerotización de la cutícula, oxidando catecoles a las correspondientes 

quinonas (Shraddha y col., 2011). 

Sumado a todos los organismos nombrados con anterioridad, la mayoría de las lacasas 

descritas en la bibliografía se aislaron de hongos superiores: ascomicetes, deuteromicetes y 

basidiomicetes (Mahuri y col., 2023) siendo los productores más habituales todos los hongos 

de pudrición blanca, y sus lacasas las más estudiadas. 

Adaptando su metabolismo a diferentes fuentes de carbono, los hongos secretan 

varias enzimas extracelulares constituyendo lo que se denomina secretoma, que permite la 

degradación de lignocelulosas y otros biopolímeros.  

Los secretomas fúngicos se han descrito como productos de la naturaleza. Especies de 

hongos como Aspergillus, Trichoderma y Phlebia, secretan grandes cantidades de proteínas, 

metabolitos y ácidos orgánicos en los medios de cultivo (Forootanfar y Faramarzi, 2015). La 

degradación de la madera por podredumbre blanca es posible debido a la secreción de ácidos 

orgánicos, metabolitos secundarios, metaloenzimas oxidativas, peroxidasas y lacasas 

codificadas en familias de genes divergentes en los genomas de estos hongos (Marino y col., 

2022). 

3.1.3.1 Phlebia brevispora  
 

Según el NCBI, Phlebia brevispora se clasifica de la siguiente manera: 

Reino: Fungi 

Phylum: Basidiomycota 

Clase: Agaricomycetes 
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Orden:  Polyporales 

Familia: Meruliaceae 

 Género: Phlebia 

Tienen una amplia distribución, considerándose cosmopolita del suelo, crecen sobre 

madera muerta de coníferas y caducifolios, y a menudo se encuentran en bosques y parques. 

Asimismo, las especies de Phlebia son conocidas por ser degradadores selectivos de la lignina 

(Del Cerro y col., 2021). 

Fisiológicamente P. brevispora pertenece al gran grupo de los hongos de pudrición 

blanca (WRF) los cuales expresan enzimas extracelulares hidrolíticas y oxidativas. En general 

las especies de Phlebia son productoras de tales enzimas ligninolíticas. Hasta el momento se 

han detectado en cultivos de P. brevispora actividades lipasa (EC 3.1.1), manganeso 

peroxidasa 1.11.1 y lacasa (EC 1.10.3.2) (Fonseca y col., 2013). Nuestro grupo de trabajo ha 

clonado y expresado el gen que codifica para la enzima lacasa de P. brevispora BAFC 633 

(Fonseca y col., 2018).  

 

Figura 31: Phlebia brevispora BAFC 633 crecido en PDA durante 7 días. 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Undef&id=5303&lvl=3&keep=1&srchmode=1&unlock
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Undef&id=81064&lvl=3&keep=1&srchmode=1&unlock
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3.1.4 Genes que codifican para lacasa 

 

 Al principio se creía que las diferencias entre las lacasas se debían a variaciones 

postraduccionales en un gen. Sin embargo, varias especies de hongos poseen más de un gen 

que codifica para esta enzima (Sakamoto y col., 2015).  

Las reconstrucciones filogenéticas indican que la diversidad de secuencias entre las 

lacasas fúngicas es moderada y que las isoformas descritas hasta la fecha provienen del mismo 

ancestro común (Savinova y col., 2019). El análisis genético confirma el hecho de que a veces, 

las isoformas provienen de diferentes genes en el genoma (Huang y col., 2016). En Agaricus 

bisporusse detectaron dos genes de lacasa (Sjaarda y col., 2015). Bertrand y col. (2015) 

informaron sobre tres isoformas de lacasa en Trametes versicolor. Se detectaron cuatro 

secuencias de ARNm diferentes mediante el análisis de ADNc en Rhizoctonia solani y cinco en 

Trametes villosa. Por otro lado, en el genoma de Coprinopsis cinerea se encontraron diecisiete 

genes de lacasa (Kilaru y col. 2006). En el caso de este hongo específico se definieron dos 

subfamilias basadas en las posiciones de los intrones y la similitud del genoma, una con 15 

miembros (LCC1-LCC15) y la otra con dos miembros (LCC16, LCC17). La primera subfamilia de 

proteínas deducidas forma una rama del árbol filogenético con grupos más pequeños que 

probablemente reflejan eventos recientes de duplicación génica. La diversidad de genes de 

lacasa surgió a través de cambios frecuentes en los codones (sinónimos y no sinónimos). Los 

cambios de codones sinónimos se reflejan en alelos, con una diferencia total de hasta el 12% 

en los codones en un par de alelos dado. 

Valderrama (2003) presentó la reconstrucción de la evolución de los loci de lacasa 

fúngica inferida a partir del análisis comparativo de 48 secuencias diferentes. La topología de 

los árboles filogenéticos indicó que existe una única rama monofilética de las lacasas fúngicas 
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y que los genes de isoenzimas de lacasa pueden haber evolucionado de forma independiente, 

posiblemente a través de eventos de duplicación y divergencia. Además, el genoma de P. 

ostreatus incluye 12 genes de lacasa, seis de estos genes parecen estar agrupados en la región 

subtelomérica del cromosoma IV, mientras que los otros se encuentran mapeados en los 

cromosomas IV, VI, VII, VIII y XI. Sin embargo, hasta la fecha solo se han caracterizado seis 

isoenzimas de P. ostreatus. 

Los genes de lacasas, en muchos hongos filamentosos presentan secuencias que 

exhiben un patrón común y codifican polipéptidos de aproximadamente 520-550 residuos de 

aminoácidos, incluyendo un péptido señal que se encuentra en el extremo N-terminal. Las 

lacasas requieren al menos tres pasos de procesamiento (Pooalai y col., 2022). El péptido señal 

está involucrado en la maduración de la enzima, guiando la lacasa hacia la ruta de secreción, 

donde ocurren varios eventos: 1) plegamiento co- traduccional en el retículo endoplasmático 

donde se forman los puentes disulfuro (Freeman y col., 1993) 2) la incorporación de una 

secuencia precursora (glucosa 3 manosa 9-glucosa-N-acetilglucosamina 2) que se une a la 

asparagina de la mayoría de las secuencias NXT/S de la proteína y 3) la unión de iones de calcio 

que estabilizan la apo-lacasa resultante. Posteriormente, en el aparato de Golgi, se añaden 

iones de cobre (Taylor y col., Alabama. 2005) junto con carbohidratos adicionales antes de la 

secreción. Las lacasas también contienen una secuencia amino terminal de secreción 

abundante en arginina y lisina, lo que sugiere un procesamiento durante la biosíntesis. No 

todas las lacasas son extracelulares. Estas diferencias en la ubicación pueden contribuir a las 

diferencias en la especificidad del sustrato. 

3.1.5 Regulación génica de lacasa 
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Las lacasas pueden expresarse de forma constitutiva o inducida, como así también, 

diferencialmente. La posición de los genes de lacasa y los elementos de control bajo los cuales 

se encuentran, pueden afectar directamente la regulación de sus genes (Yang y col., 2017). 

Los promotores de los genes de lacasa han sido bien estudiados y se han descubierto varios 

elementos de respuesta distribuidos diferencialmente. La región promotora de la isoenzima 

LAP 2 de la lacasa de Trametes pubescens se extiende hasta 1420 pb aguas arriba del codón 

de inicio ATG. Se encontró que la región promotora tiene elementos de respuesta a metales 

(MRE), secuencias de consenso CreA (relacionadas con el metabolismo del carbono) y también 

elementos de choque térmico (HSE) (Piscitelli y col., 2011). 

En especies fúngicas como Gaeumannomyces graminis, Ceriporiopsis subvermispora, 

Pleurotus sajor caju y Trametes sp., elementos de activación de la proteína cup1 (ACE), NIT2 y 

elementos de respuesta xenobiótica (XRE) son responsables de la regulación de las lacasas por 

cobre, nitrógeno y compuestos aromáticos relacionados con la lignina o sus derivados, 

respectivamente (Durán-Sequeda y col., 2021). Castañera y col., (2012) examinaron los 

perfiles de expresión en varias cepas fúngicas bajo diferentes condiciones de cultivo (cultivos 

sumergidos y sólidos) y en presencia de extracto de paja de trigo. Sus resultados sugieren que 

ciertas isoformas (en este caso, Lacc2 y Lacc10) aumentan en cultivos sumergidos y 

disminuyen en fermentación sólida.  

Además, el alto porcentaje de genes con respuestas transcripcionales alteradas en los 

cultivos inducidos con paja de trigo, revela un complejo mecanismo de regulación que podría 

estar relacionado con la sensibilidad de la familia de genes de las lacasas a los compuestos 

fenólicos y azúcares presentes en el extracto. Además de los inductores naturales y sintéticos, 

las condiciones de cultivo, el estrés oxidativo y la presencia de cepas virulentas también 

afectan la regulación de las lacasas fúngicas.  

https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/ceriporiopsis-subvermispora
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Aunque hay abundante información disponible sobre los elementos de respuesta en 

las regiones promotoras de los genes de lacasa, solo se han publicado algunos informes sobre 

los mecanismos moleculares de su regulación (Piscitelli y col., 2011; Yang y col., 2016). Los 

avances en la regulación de la expresión de los genes de lacasa puede ser muy útiles para 

comprender las funciones fisiológicas de las diferentes isoformas producidas por el mismo 

organismo. Los mecanismos fisiológicos que ocurren durante el desarrollo del micelio pueden 

modular la expresión relativa de niveles de isoformas de lacasa. Algunas isoformas han sido 

detectadas en las fases estacionaria y exponencial de la fermentación fúngica, y por lo tanto 

debe estar involucrada en la degradación del sustrato, mientras que otras isoformas han sido 

detectadas en la fase estacionaria, y pueden estar relacionadas con los procesos de 

morfogénesis y pigmentación (Bertrand y col., 2015). 

La síntesis y secreción de lacasa también están influenciadas por niveles de nutrición, 

condiciones de cultivo y la adición de una amplia gama de inductores al medio, con variaciones 

en estos efectos observados entre especies de hongos y entre diferentes isoformas de la 

misma especie. Para la mayoría de los ejemplos reportados, la expresión de lacasa está 

regulada por varios factores que actúan de forma sinérgica y antagónica (Piscitelli y col., 2011).  

Se han explorado compuestos que tienen la capacidad de funcionar como inductores 

de la síntesis de lacasa en una variedad de especies de hongos. Estos compuestos tienen 

estructuras que son muy similares o son análogas a lignina y sirven como señales celulares 

para producir lacasas (Bertrand y col., 2013). Se ha postulado que los genes que codifican para 

varias isoformas de lacasa son regulados diferencialmente, mientras que otros son 

constitutivos (Xu y col., 2019). 
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Ha habido varios informes sobre la expresión diferencial de isoformas de lacasa en 

basidiomicetes después de la adición de compuestos fenólicos y cobre a los medios de cultivo 

(Bertrand y col., 2015; Fonseca y col., 2013; Fonseca y col., 2014 b; Othman y col., 2018).  

3.1.6 Lacasa recombinante  

 

A pesar de que existen numerosos estudios y caracterizaciones bioquímicas de la 

enzima lacasa, la limitación principal radica en que en la mayoría de los microorganismos 

producen lacasas en niveles muy bajos para fines comerciales. De esta manera, su obtención 

en cantidades significativas es limitada debido a su baja producción y a dificultades en su 

extracción. Es aquí donde la clonación del gen de la enzima seguida por la expresión 

heteróloga puede proporcionar mayores rendimientos enzimáticos permitiendo la producción 

de lacasa para suplir la escasez de fuentes naturales y facilitar su aplicación en procesos 

industriales (Guan y col., 2018). Por esta razón, la investigación y desarrollo de lacasas 

recombinantes son cruciales para impulsar el desarrollo de nuevas tecnologías. 

3.1.7 Optimización del medio de cultivo para la obtención de lacasas 

 

Hay diversos factores que tienen influencia directa en la producción lacasas, como por 

ejemplo la inducción con diferentes metales (Fonseca y col., 2018), la temperatura de 

incubación (Nieter y col., 2016), la cantidad de inóculo inicial (Chmelová y col., 2022). En la 

bibliografía, existe una gran controversia acerca de cuáles son los compuestos (y sus 

respectivas concentraciones), que, agregados al medio, son beneficiosos para optimizar la 

producción de estas enzimas tanto de manera nativa como recombinante (Molina y col., 

2023). Es por esto que, en las investigaciones de optimización de procesos de producción de 
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lacasas, se analizan diversos parámetros con el fin de mejorar tanto la productividad como la 

eficiencia en su fabricación. 

  



 

 102 

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 

 

I. Obtener la región codificante de una lacasa proveniente de Phlebia brevispora 

BAFC 633. 

II. Optimizar la expresión heteróloga de la lacasa recombinante en la levadura 

GRAS Kluyveromyces lactis GG799. 

III. Purificar y caracterizar bioquímicamente la enzima lacasa recombinante. 
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3.3 MATERIALES Y MÉTODOS 
 

 

SECCIÓN I: OBTENCIÓN DE LA REGIÓN CODIFICANTE DE UNA 

LACASA DE Phlebia brevispora BAFC 633 

A fin de obtener la región que codifica para una lacasa del hongo de pudrición blanca 

P. brevispora BAFC 633, se trabajó con la secuencia clonada en el vector pGEMT (Promega) 

por Fonseca (Fonseca y col., 2018). 

3.3.1 Diseño de cebadores  
 

Para el diseño de cebadores específicos se trabajó con la secuencia codificante de un gen 

de lacasa obtenido a partir de P. brevispora BAFC 633 (GenbanK: JQ728448). En base a dicha 

secuencia, se diseñaron un cebador sentido y dos cebadores antisentido.  

Para permitir la posterior clonación, se tuvo en cuenta la incorporación de adaptadores 

para enzimas de restricción, verificando previamente las enzimas de restricción que permiten 

la linealización del plásmido y descartando aquellas que actúan sobre el amplicón mediante 

el programa NEBcutter (http://nc2.neb.com/NEBcutter2/). También se incorporó la secuencia 

señal del péptido señal α-MF. El análisis de los parámetros se realizó mediante el programa 

Primer 3 (http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/) 

 

 

 

http://nc2.neb.com/NEBcutter2/
http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/
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Tabla 3: Secuencia de cebadores utilizados para amplificar el gen que codifica para la enzima lacasa. Los 
nucleótidos en itálica son complementarios a las secuencias de la región codificante de la enzima lacasa. En 

negrita se muestran los sitios reconocidos por las enzimas de restricción NotI y XhoI y en cursiva y subrayado el 
sitio de corte para la proteasa Kex. 

 
Nombre del cebador Secuencia nucleotídica 5`- 3` 

Lak-S ATGACACTCGAGAAAAGAATCACAGGACCTATTGGG 

NLacKL-AS1 GGTCTAGCGGCCGCTTAGTTTTGTCCCAGAACCTTCTG 

NLacKL-AS2 GGTCTAGCGGCCGCTTAATGATGATGATGATGATGATGATGATG 

ATGGTTTTGTCCCAGAACCTTCTG 

 

3.3.1.1 Amplificación de la región codificante 
 

La amplificación se realizó utilizando como templado la región codificante de la lacasa 

del hongo de pudrición blanca P. brevispora BAFC 633 que se clonó en el vector pGEMT easy 

vector (Promega) por Fonseca y col. (2018). En dicha amplificación se utilizaron los cebadores 

mostrados en la tabla 3. Las condiciones de PCR y el ciclado utilizados fueron los mismos que 

los reportados previamente por el grupo de trabajo (Fonseca y col., 2018). 

3.3.1.2 Purificación de fragmentos de PCR 
 

Todos los fragmentos se separaron mediante electroforesis en geles de agarosa al 1,5% 

(p/v) en tampón TBE 0,5X. Posteriormente se cortaron las bandas de interés y se purificaron 

por medio del kit comercial Wizard R SV Gel and PCR Clean- Up System (Promega) siguiendo 

las indicaciones del fabricante. Seguidamente, se almacenaron a -20 ºC hasta su utilización.  
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SECCIÓN II: OPTIMIZACIÓN DE LA EXPRESIÓN HETERÓLOGA DE LA 

ENZIMA LACASA RECOMBINANTE EN LA  

LEVADURA GRAS K. lactis GG799 

3.3.2 Microorganismos utilizados y su mantenimiento 

 

Para clonar la región que codifica para una lacasa, se utilizaron bacterias Escherichia 

coli DH5α (Promega). Para su crecimiento, se incubaron a 37 °C empleando como medio sólido 

Luria Bertani (LB) con agar (2 % p/v) y como medio líquido LB, con y sin el agregado de 

ampicilina 100 µg/mL (Sambrook y col., 1989) según fueran recombinantes o no 

respectivamente. 

Para la expresión recombinante de lacasa, se utilizó como hospedero la levadura GRAS 

K. lactis GG799 (E100S, K. lactis, Protein Expression Kit, NE Biolabs). Ésta se incubó a 28 ºC en 

medio YPGal (extracto de levadura 10 g/L, peptona 20 g/L, galactosa 40 %), y se mantuvo con 

siembras periódicas en placas de Petri en medio YPGal añadiendo agar bacteriológico al 2% 

p/v el tiempo necesario para su crecimiento. Posteriormente se conservaron a 4 ºC.  

3.3.3 Digestión de los amplicones y el vector con enzimas de restricción 

 

Para lograr la clonación y la expresión en bacterias y levaduras respectivamente, tanto 

las PCR (inserto) como el vector pKLAC2 (New England Biolabs) se cortaron con las enzimas de 

restricción que generan extremos compatibles entre ellos. Para ello se utilizaron las enzimas 

de restricción NotI (New England Biolabs®, R0189S) y XhoI (New England Biolabs®, R0146S), 

siguiendo las instrucciones del fabricante. 
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3.3.3.1 Ligación de los vectores con el inserto 
 

Los productos de PCR digeridos se ligaron con el vector pKLAC2 utilizando ligasa T4 

siguiendo las instrucciones del fabricante (Life technologies). Estos productos se utilizaron 

para realizar la transformación de las células E. coli DH5 α competentes. 

3.3.4 Clonación del gen que codifica para la enzima lacasa en E. coli DH5α 

3.3.4.1 Obtención de células competentes 
 

Para obtener células E. coli DH5α competentes, se empleó el siguiente procedimiento: 

10 mL de LB se inocularon con 0,1 mL de un cultivo en fase estacionaria de bacterias E. coli a 

transformar. Se incubó con agitación vigorosa hasta alcanzar una DO600 entre 0,1 – 0,4. Este 

cultivo se transfirió en esterilidad a un tubo de 15 mL a 4 ºC y se centrifugó a 8.000 rpm a 4 ºC 

durante 10 minutos. Se descartó el sobrenadante y se resuspendió el precipitado en 5 mL de 

cloruro de calcio 0,1 M frío, y se dejó a 4 ºC durante 20 minutos. Seguidamente, las células se 

recuperaron por centrifugación a 8.000 rpm. El sobrenadante se descartó y las células se 

resuspendieron en 0,05 mL de cloruro de calcio 0,1 M frío, mediante una suave inversión. Las 

células competentes se mantuvieron en baño hielo hasta su utilización.  

3.3.4.2 Transformación de bacterias con plásmido recombinante  
 

Para la transformación a 50 µl de las células competentes mantenidas en hielo, se 

añadió el plásmido, y se dejó la mezcla a 4 ºC durante 20 minutos. La entrada del plásmido en 

la célula se indujo mediante un choque térmico a 42 ºC durante exactamente 50 segundos, 

con un posterior enfriamiento en hielo durante 2 minutos. Las células ya transformadas se 

incubaron durante 90 minutos a 37 ºC en shaker en medio SOC (2 g/L triptona, 0,5 g/L de 
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extracto de levadura; 1 mL de NaCl 1 M; 0,25 mL de KCl 1 M; 1 mL de Mg++ 2M; Sambrook y 

col., 1989), para permitir su recuperación y multiplicación. Finalmente, se sembraron en 

placas con agar LB suplementado con ampicilina 100 µg/mL (Sambrook y col., 1989). También 

se incluyeron vectores cerrados como control. 

3.3.4.3 Extracción y cuantificación de ADN plasmídico 
 

Para la extracción del ADN plasmídico, se llevó a cabo el procedimiento de lisis alcalina 

(Sambrook y col., 1989). Las células concentradas por centrifugación se resuspendieron en 

Buffer TE (tris-HCl 10 mM pH 8,0; EDTA 1 mM). La lisis celular y la desnaturalización del 

plásmido se llevó a cabo con SDS 1% (p/v) y NaOH 0,2 N, seguido de la neutralización de la 

solución mediante el agregado de una solución compuesta por acetato de potasio 5 M y ácido 

acético glacial 5 M. El ADN plasmídico se separó por centrifugación y se precipitó en etanol 

absoluto.  

La calidad de los plásmidos aislados se verificó mediante electroforesis en gel de 

agarosa 0,8% (p/v) que se tiñeron con bromuro de etidio. La corrida electroforética se realizó 

a 120 V por 50 min. 

La cuantificación se realizó mediante la medición de la absorbancia a 260 nm, 

considerando que 1 unidad de absorbancia equivale a una concentración de 50 µg/µl de ADN.  

3.3.4.4 Secuenciación automática del ADN  
 

La secuenciación automática de los productos de PCR y los fragmentos clonados se 

realizó mediante el Servicio de Secuenciación Automática MACROGEN Corea. 

3.3.4.5 Análisis bioinformático de las secuencias de ADN obtenidas  
 



 

 108 

Las secuencias obtenidas se analizaron in sílico mediante herramientas bioinformáticas 

disponibles online. Para el análisis de identidad se utilizaron las herramientas Blast 

(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/) y Clustal W (http://www.clustal.org/). 

3.3.4.6  Linealización de los plásmidos recombinantes y clonación en K. 

lactis GG799  
 

Los plásmidos que resultaron recombinantes se linealizaron con la enzima SacII, 

siguiendo las instrucciones del fabricante para su incorporación dentro del genoma de K. lactis 

GG799.  Para ello se hicieron competentes K. lactis GG799 utilizando el kit comercial Pichia 

EasyComp® (K173001, Invitrogen), y siguiendo las instrucciones del fabricante. Los 

transformantes se seleccionaron en placas de agar Yeast Carbon Base (YCB: 15 mL de tampón 

tris-HCl 1 M pH 7,5, medio YCB 5,85 g⋅L−1, agar 12 g/ L-1 y acetamida 5 mM) conteniendo DMP 

5 mM o ABTS 0,2 mM como sustrato que permitió visibilizar actividad lacasa por la formación 

de halos anaranjados y verdes respectivamente. La presencia de acetamida como única fuente 

de nitrógeno permite seleccionar los clones que incorporaron el plásmido. Esto se debe a que 

el gen de la acetamidasa fúngica en pKLAC2 hace posible la selección de levaduras que 

contienen un cassette de expresión integrado al permitir su crecimiento en ese medio. Luego 

de 4 días de incubación a 28 ºC, los transformantes que mostraron el desarrollo de un color 

naranja o verde intensos se utilizaron para continuar con los ensayos preliminares de 

producción de lacasa en medio líquido a fin de seleccionar los clones con mayor actividad. 

Para ello se los cultivó en medio sólido YPGal durante 2 días a 28 ºC y se raspó un área de 

colonias de 6 mm3, que fue transferido a 2 mL de YPGal líquido. Luego de 2 días de incubación 

a 28 ºC, dicho cultivo se transfirió a un erlenmeyer conteniendo 20 mL de medio YPGal. Se 

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/
http://www.clustal.org/
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tomaron muestras durante 10 días para determinar el pico de actividad lacasa (como se 

describe en la sección 3.3.6) y seleccionar el clon más promisorio. 

A fin de verificar la secuencia clonada en K. lactis GG799, las levaduras seleccionadas 

crecieron en 10 mL de medio líquido YPGal durante 48h a 28 ºC, para obtener el ADN 

genómico (Fonseca y col., 2015) y realizar las PCR. Luego se analizaron como se describe en la 

sección 3.3.4.7. 

3.3.4.7 Análisis electroforético 
 

La calidad de los plásmidos aislados y los productos de PCR se analizaron mediante 

electroforesis en geles horizontales de agarosa, a concentraciones adecuadas al tamaño del 

ADN a separar, lo cual abarcó un rango del 1 % (p/v) al 2 % (p/v) de agarosa disuelta en tampón 

TBE 0,5X.  Las muestras se prepararon mezclando 3 µL de ADN plasmídico o 5 µL de productos 

de PCR, con 1 µL de tampón de siembra 6X (compuesto por glicerol 60%, EDTA 0,01 M y azul 

de bromofenol 0,1%).  La corrida electroforética se realizó a 120 voltios durante 30 min 

utilizando una cuba SubSystem 70 modelo E-0310 (Labnet Internacional, Inc.) y una fuente de 

poder Power Station 300 Plus (Labnet Internacional, Inc.). Para visualizar el ADN los geles de 

agarosa se prepararon con bromuro de etidio (10 µg/mL). Luego se observaron bajo luz 

ultravioleta. 

3.3.5 Optimización de la producción de la enzima lacasa en K. lactis GG799 

 

3.3.5.1 Optimización del Inóculo inicial 
 

Con el fin de identificar mejoras en la actividad lacasa, se varió la densidad óptica inicial 

del cultivo en un rango que abarcó de DO1.6 a DO3. Para esto, el clon seleccionado, creció en 
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medio sólido YPGal durante 2 días a 28 ºC y se obtuvo un área de 6 mm2  mediante el raspado 

de la colonia. Seguidamente, se cultivaron en tubos de vidrio con 2 mL de YPGal y crecieron a 

28 ºC en agitación. A este cultivo, se le denominó pre- inóculo. Luego de 2 días, se transfirió 

con las DO correspondientes a un Erlenmeyer de 100 mL conteniendo un volumen final de 20 

mL de medio líquido YPGal (sección 3.3.2). Las muestras se tomaron durante 9 días. El ensayo 

se llevó a cabo por triplicado. 

3.3.5.2 Optimización de la temperatura de crecimiento 
 

El efecto de la temperatura de crecimiento se analizó con la DO que mostró mejoras 

de la actividad lacasa. Para ello el cultivo creció en medio YPGal a 24, 28 y 34 ºC en agitación. 

El ensayo se llevó a cabo por triplicado. 

3.3.5.3 Optimización del medio mediante el agregado de compuestos 
 

Se estudió el efecto de cloruro de hierro, sulfato de hierro, carbonato de calcio, cloruro 

de zinc, cloruro de potasio, sulfato de amonio y Tween 80 en concentraciones de 0,5 a 1,5 

mM. El compuesto que mostró la mayor actividad lacasa se seleccionó para evaluar su efecto 

en concentraciones de 0,5 a 3 mM−1. El medio control  no tenía compuestos agregados.  

3.3.6 Determinación de actividad lacasa 

 

La determinación de actividad lacasa (EC 1.10.3.2) se realizó empleando la técnica 

descripta por Field y col. (1993), con 2,6- dimetoxifenol (DMP) 5 mM como sustrato en tampón 

acetato de sodio 0,1 mM (pH 3,6). El cambio de la absorbancia se monitoreó a 469 nm (E469 

= 27,5 mM−1 cm−1) en un espectrofotómetro Shimadzu UV-3600. La actividad enzimática se 
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expresó en unidades enzimáticas (U), donde 1 U es equivalente a 1 M /min de producto a 30 

°C.  

3.3.7 Caracterización de la actividad lacasa recombinante presente en el 

sobrenadante 

 

Para la caracterización de la actividad lacasa, se seleccionó el medio de cultivo que 

presentó mayor actividad. 

3.3.7.1 pH óptimo 

El efecto del pH sobre la actividad enzimática de la lacasa presente en el sobrenadante 

se realizó utilizando el protocolo propuesto en la sección 3.3.6, pero se realizó utilizando 

tampón acetato de sodio 0,1 M a distintos pH, en un rango de 3 a 8.  

3.3.7.2 Temperatura óptima 
 

La determinación de la temperatura óptima para la lacasa presente en el sobrenadante 

se realizó utilizando el protocolo propuesto en la sección 3.3.6, utilizando temperaturas de 

trabajo en un rango entre 20 a 90 °C. 

3.3.7.3 Estabilidad en función de la temperatura 
 

Para la determinación de la estabilidad enzimática en función de la temperatura de la 

enzima lacasa presente en el sobrenadante, esta se incubó a diferentes temperaturas 20 °C, 

30 °C, 40 °C, 50 °C, 60 °C, 70 °C, 80 °C y 90 °C, determinando la actividad a varios intervalos de 

tiempos durante 7 h. La actividad residual se expresó en porcentaje, tomando la actividad 

enzimática en el tiempo cero como 100%. 
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3.3.7.4 Estabilidad en función del pH  
 

Para la determinación de la estabilidad enzimática en función del pH de la enzima 

lacasa presente en el sobrenadante, este se incubó en diferentes tampones a pH 3; 3,6; 4; 4,5, 

5; 5,5, 6; 7;8 y 9 y se determinó la actividad a varios intervalos de tiempo durante 7 h. La 

actividad residual se expresó en porcentaje, tomando la actividad enzimática en el tiempo 

cero como 100%. 
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SECCIÓN III: PURIFICACIÓN Y CARACTERIZACIÓN BIOQUÍMICA DE 

LACASA RECOMBINANTE 

3.3.8 Purificación de la enzima lacasa 

 

El cultivo con la mayor actividad lacasa, se utilizó para purificar la enzima. De esta 

manera, el medio líquido conteniendo K. lactis GG799 secretoras de lacasas, se centrifugó a 

6000 × g durante 10 min. El sobrenadante se filtró utilizando una membrana de difluoruro de 

polivinilideno 0,2 µM (Thermo Fisher). Luego, la enzima lacasa se purificó por centrifugación 

a 10.000 × g durante 10 min con filtros centrífugos Nanosep R 100 K.  

La determinación de la cantidad de proteínas presente en la muestra se realizó por el 

método de Bradford (Bradford, 1976), utilizando el reactivo Protein Assay Dye Reagent de Bio-

Rad. La determinación se llevó a cabo siguiendo las instrucciones del fabricante, usando como 

estándar albúmina de suero bovino a una concentración entre 2 y 20 µg/mL. 

3.3.9  Análisis electroforético y detección de la enzima lacasa 

 

Con el fin de verificar la homogeneidad de la fracción enzimática obtenida y 

determinar el peso molecular de la enzima, la fracción purificada se analizó en geles de 

poliacrilamida desnaturalizante al 8% p/v (SDS- PAGE) y se reveló por tinción con 0,2 g/L plata 

(Laemmli, 1970; Eggert y col., 1996). Se sembraron 20 µg de proteínas totales. La corrida 

electroforética se realizó a 100 V por 120 min en tampón tris-glicina 1,5 M (pH 8,3). Para la 

determinación del peso molecular se utilizó un patrón de masa molecular preteñido (Precision 

Plus Protein™ Kaleidoscope™ Prestained Protein Standards, #1610395; BioRad). 
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La presencia de lacasa en la fracción obtenida se determinó mediante electroforesis no 

desnaturalizante en geles de poliacrilamida al 8% p/v (ND-PAGE) (Laemmli, 1979; Murugesan 

y col., 2007; Fonseca y col., 2010). La corrida electroforética se realizó a 100 V por 120 min en 

tampón tris-glicina 1,5 M, pH 8,3. Los geles se fijaron en una solución conteniendo 40% v/v de 

metanol, 10% v/v de ácido acético y se revelaron con una solución de 2,6- dimetoxifenol 5 mM 

en tampón acetato de sodio 0,1 M (pH 3,6) durante 10 min para detectar las bandas con 

actividad lacasa (Murugesan y col., 2007; Fonseca y col., 2010). Asimismo, se realizaron 

zimogramas mediante electroforesis desnaturalizante (SDS-PAGE) (Fonseca y col. 2018.) y 

para la detección de las bandas el gel se trató previamente con una solución de acetato de 

sodio 50 mM y Tritón X-100 0,2% (v/v) durante 30 min para eliminar el SDS y permitir el 

replegamiento del dominio catalítico. Luego se reveló con DMP 5 mM en tampón acetato (pH 

3,6) durante 10 min (Murugesan y col., 2007). 

3.3.10  Caracterización de la actividad lacasa purificada 

 

3.3.10.1 pH óptimo 

 El efecto del pH sobre la actividad enzimática de la lacasa purificada se determinó de 

la misma manera que se describe en la sección 3.3.7.1. 

3.3.10.2 Temperatura óptima 

La determinación de la temperatura óptima para la lacasa purificada se determinó de 

la misma manera que se describe en la sección 3.3.7.2. 
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3.3.10.3 Estabilidad en función de la temperatura 

Para la determinación de la estabilidad enzimática de la enzima lacasa purificada se 

determinó de la misma manera que se describe en la sección 3.3.7.3. 

3.3.10.4 Estabilidad en función del pH  

La estabilidad enzimática a diferentes pH de la enzima lacasa purificada, se determinó 

de la misma manera que se describe en la sección 3.3.7.4. 

3.3.11  Especificidad de sustrato y cinética enzimática 

 

Los parámetros cinéticos KM y VMAX se determinaron midiendo la actividad enzimática a 

varias concentraciones (0,01– 5 mM) de ABTS y 2,6-DMP como sustrato, en tampón acetato 

de sodio 0,1 M (pH 3,6) a 30ºC, como se describe en la sección 3.3.6 para el DMP. Para el caso 

de la determinación con ABTS el cambio de la absorbancia se monitoreó a 436 nm (E436 = 

29,3 mM−1 cm−1) en un espectrofotómetro Shimadzu UV-3600. La actividad enzimática se 

expresó en unidades enzimáticas (U), donde 1 U es equivalente a 1 μM de producto formado. 

Las constantes cinéticas se calcularon mediante el método de Michaelis–Menten utilizando el 

Programa GraphPad Prism versión 4.0 para Windows. Estos ensayos se realizaron por 

triplicado. 

3.3.12  Análisis estadístico 

 

Los datos se procesaron mediante análisis de varianza (ANOVA), con un nivel de 

significancia de α = 95%. Para realizar estos análisis se utilizó el software Statgraphics 

Centurion XVII.  
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3.4 RESULTADOS 
 

 

SECCIÓN I: OBTENCIÓN DE LA REGIÓN CODIFICANTE DE UNA 

LACASA DE Phlebia brevispora BAFC 633 

3.4.1 Amplificación de la región codificante 

 

La región codificante se amplificó utilizando los cebadores diseñados para tal fin y se 

obtuvo una banda de 1500 pb (Figura 32 A). El amplicón de 1500 pb se purificó obteniendo 

una banda única pura (Figura 32 B).  

 

 

 

 

 

 
Figura 32: Electroforesis en gel de agarosa al 1.5% teñido con bromuro de etidio. Amplificaciones de la región 

codificante. La banda amplificada tiene 1000 pb aproximadamente. (C1): Amplificación obtenida con los 
cebadores LaK-S y LaKL-AS1, (C2): MP, (C3): Amplificación obtenida con los cebadores LaK-S y LaKL-AS2, En cada 

carril se sembraron 5 μl de PCR más 1μl de tampón de siembra. B Purificaciones de amplificaciones. (C1): PCR 
realizada con los cebadores LaK-S y LaKL-AS1; (C2): PCR realizada con los cebadores LaK-S y LaKL-AS2. En cada 

carril se sembró 2 μl de PCR más 1μl de tampón de siembra. 

 

Los productos de la secuenciación mostraron 100% de identidad con la secuencia 

codificante de lacasa obtenida previamente (GenbanK JQ728448). La secuencia posee un ORF 

de 1500 pb. En la figura 3.6 se muestra la secuencia nucleotídica que codifica para la enzima 

lacasa.  
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Figura 33: Secuencias nucleotídica y aminoacídica correspondiente al gen que codifica para la enzima lacasa.  
La secuencia nucleotídica está representada por letras de color negro, la secuencia aminoacídica por letras de 
color azul. El péptido señal se encuentra resaltado de color amarillo.  En el presente trabajo se clonó la región 

codificante  de la enzima lacasa sin el péptido señal. Fotografía tomada de GenBank JQ728448.1. 
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SECCIÓN II: OPTIMIZACIÓN DE LA EXPRESIÓN HETERÓLOGA DE LA 

ENZIMA LACASA RECOMBINANTE EN LA LEVADURA GRAS K. lactis 

GG799 

3.4.2 Obtención de lacasa recombinante 

 

Los insertos obtenidos se clonaron de manera exitosa en E. coli DH5α manteniendo el 

100% de identidad, y se usaron para transformar K. lactis GG799.  

Se obtuvieron veinte levaduras transformantes con el cebador que no contenía la 

etiqueta HIS y ocho transformantes con el cebador que contenía dicha etiqueta. Mediante la 

detección en placa, se observaron zonas de color naranja o verde oscuro alrededor de K. lactis 

GG799, lo que implicaba que las lacasas bioactivas se expresaban y secretaban en el medio 

extracelular en ambos transformantes (Fig. 34 A), sin embargo, la mayor actividad de lacasa 

recombinante se obtuvo en clones obtenidos sin la sin etiqueta HIS (250 vs. 70 U⋅L−1) en un 

medio suplementado con cobre como control. Es importante aclarar que en estos ensayos no 

se detectó actividad lacasa en el medio sin cobre en clones con o sin etiqueta HIS (Fig. 34 B).  

El clon con mayor actividad lacasa se llamó K.lactisGG799/lacI, se seleccionó para 

continuar con la optimización de la actividad enzimática con otros compuestos en reemplazo 

del cobre y compatibles con la industria alimentaria como se detalla a continuación. 
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Figura 34: A) Ejemplo de detección de actividad lacasa en placa de YCB conteniendo ABTS y DMP como sustrato. 
Las zonas verdes y naranja indican la presencia de lacasa. B) Actividad lacasa en YPGal líquido con y sin etiqueta 

de HIS luego de 8 días de incubación. 

 

3.4.3 Optimización de la producción de la enzima lacasa en K. lactis GG799 

 

3.4.3.1 Optimización del inóculo inicial 
 

La mayor actividad de la enzima lacasa se obtuvo partiendo de un inóculo de DO600= 

1,8 (265 UL-1). Cuando los inóculos fueron DO600=1,5 y DO600= 3, la actividad lacasa 

disminuyó, obteniéndose 195 UL-1 y 147 UL-1 respectivamente (Fig. 35). 

 

Figura 35: Actividad enzimática de los cultivos cuyas DO iniciales fueron 1,5, 1,8 y 3. El 100 % de actividad 
corresponde a 265 UL-1 

 

3.4.3.2 3.4.3.2 Optimización de la temperatura de crecimiento 
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La temperatura óptima de crecimiento fue de 28 ºC; a esta temperatura, la levadura 

K.lactisGG799/lacI secretó 289 UL-1 de la enzima lacasa. Por su parte, el cultivo a 

temperaturas inferiores y superiores (26º y 30 ºC respectivamente) condujeron a una 

disminución en la actividad de la enzima. El cultivo a 26ºC dio como resultado una actividad 

de 222 UL-1 mientras que a 30 ºC se alcanzó una actividad de 204 UL-1. Estos resultados 

pueden visualizarse en la Fig. 36. 

 

Figura 36: Gráfico de barras correspondiente a la optimización de la temperatura de crecimiento de 

K.lactisGG799/lacI. La máxima actividad lacasa corresponde a 289 UL-1 

 

3.4.3.3 Optimización del medio mediante el agregado de compuestos 
 

Sulfato de amonio, cloruro de zinc, cloruro de potasio, surfactante tween, carbonato 

de calcio, cloruro de hierro y sulfato de hierro, en concentraciones de 0,5 a 1,5 mM se 

agregaron al medio para luego evaluar la actividad lacasa. Mediante el agregado de 

surfactante Tween, cloruro de potasio, cloruro de zinc y sulfato de amonio, se obtuvieron los 

niveles más bajos de actividad lacasa (190, 205, 219 y 228 UL−1, respectivamente, Fig. 37 A). 

El carbonato de calcio 0,5 mM, aumentó la actividad de lacasa el sexto día de 

incubación, alcanzando un pico de 436 UL−1. La actividad enzimática disminuyó con 

concentraciones más altas de este compuesto (Figura 37 B).  
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La presencia de cloruro de hierro 1,5 mM aumentó la actividad lacasa, resultando en 

un máximo de 520 UL−1 en el quinto día de incubación. Concentraciones más bajas de cloruro 

de hierro disminuyeron la actividad lacasa (Figura 37 C).  

El sulfato de hierro 1 mM aumentó la actividad de lacasa. La máxima actividad lacasa 

se observó al cuarto día de incubación. Concentraciones menores y mayores de 1 mM de 

sulfato de hierro disminuyeron la producción de la enzima (Figura 37 D). Como la mayor 

actividad se obtuvo con sulfato de hierro, se probaron concentraciones de hasta 3 mM, pero 

la mayor producción se logró previamente, a una concentración de 1 mM, cuando la actividad 

de lacasa alcanzó un pico de 890 UL−1. En los controles sin adición de compuestos no se 

encontró actividad lacasa.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 

Figura 37: Influencia de diferentes concentraciones de compuestos sobre la actividad lacasa durante 9 días de 
incubación. A) Tween, cloruro de potasio, cloruro de zinc y sulfato de amonio. B) Carbonato de calcio, C) Cloruro 

de hierro D) Sulfato de hierro.  El 100% de actividad lacasa corresponde a 890 U L-1 
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3.4.4 Caracterización de la actividad lacasa recombinante presente en el 

sobrenadante 

 

En el análisis del zimograma de la Fig. 38, con los días 2, 4, 6 y 8 de cultivo 

suplementados con 1M de sulfato de hierro, se pueden ver bandas con diferente intensidad, 

consistente con la actividad lacasa reportada para dichos días. 

 

Figura 38: Zimograma revelado con DMP. Sobrenadante de cultivo en medio YPGal suplementado con Sulfato 
de hierro 1 mM correspondiente a los días 2, 4, 6 y 8 con mayor actividad lacasa. 

 

El pH óptimo del extracto enzimático fue 3,6 (Fig. 39 A) mientras que la temperatura 

óptima fue 40 ºC (Fig. 39 B). El extracto enzimático retuvo el 100 % de su actividad después 

de 1 h de incubación a 40 ºC y el 95 % de actividad luego de 2 h (Fig. 39 C). Además, conservó 

el 100% de su actividad luego de 1 h de incubación a pH 3,6 (Fig. 39 D).   



 

 123 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 39: Efectos del pH y la temperatura sobre la actividad lacasa en el extracto enzimático (Fig. A y B). 
Efectos de temperatura y pH sobre la estabilidad lacasa en el extracto enzimático (Fig. C y D). El 100% de 

actividad enzimática corresponde a 890 U L-1. Estos ensayos fueron realizados a 60ºC (Fig. 39 Ay D) y a pH 4,8 
(Fig. 39 B y C). 
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 SECCIÓN III: PURIFICACIÓN Y CARACTERIZACIÓN DE LACASA 

RECOMBINANTE 

3.4.5 Purificación de la enzima lacasa 

 

Se utilizó el cultivo de lacasa de K. lactis recombinante crecido en medio YPGal, 

partiendo de un inóculo inicial con DO600 = 1.8, cultivado a 28 ºC y suplementado con 1 mM 

L-1 de sulfato de hierro (condiciones que mostraron resultados prometedores en cuanto a 

obtener un perfil proteico máximo, obtenido después de 4 días de crecimiento). Las siguientes 

determinaciones se realizaron utilizando la fracción de lacasa purificada. 

3.4.6 Análisis electroforético y detección de la enzima lacasa 

 

El SDS-PAGE con tinción con AgNO3 reveló una única banda, indicando la purificación 

a homogeneidad, siendo la masa molecular de la proteína de aproximadamente 180 kDa (Fig. 

40 A). La actividad de la enzima purificada también se evidenció por zimografía (Figura 40 B).  
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Figura 40: Estimación del peso molecular de la enzima lacasa purificada. A) SDS/Page Plata.  B) Se sembraron 
20 µg de proteínas/pocillo para cada condición evaluada, utilizando geles al 7,5% p/v ND-PAGE los que luego se 
incubaron con DMP Zimograma revelado con DMP. Carril 1: MP. Carril 2: lacasa recombinante. Se sembraron 5 

mg mL-1 - de proteína. 
 

3.4.7 pH y temperatura óptimos, estabilidad enzimática 

 

El pH óptimo de la enzima fue 3,6. La temperatura óptima fue 40 ºC (Fig. 41 A). La 

enzima retuvo el 88 % de su actividad después de 1 h de incubación a un valor de pH de 3,6 

(Fig. 41 B). La lacasa retuvo el 98 % de su actividad después de 60 min de incubación a 40 ºC y 

el 90 % de su actividad después de 60 min de incubación a 30 ºC (Fig. 41 C). Además, conservó 

el 88% de actividad luego de una hora de incubación a pH 3,6 (Fig. 41 D). 
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Figura 41: Efectos del pH y la temperatura sobre la actividad lacasa de la enzima purificada (Fig. A y B). Efectos 
de temperatura y pH sobre la estabilidad lacasa de la enzima purificada (Fig. C y D). El 100% de actividad 

enzimática corresponde a 1289 U L−1. Estos ensayos se realizaron a 30ºC (Fig. 41 A y D) y pH 3.6 (Fig. 41 B y C). 

 

3.4.8   Análisis de datos cinéticos 

3.4.8.1   Obtención de KM y VMAX 

 

Los principales parámetros cinéticos de la lacasa se analizaron utilizando DMP y ABTS 

como sustratos. El poder oxidante de la enzima purificada para los sustratos en orden 

decreciente fue: ABTS> DMP. Como se muestra en la Tabla 4, la VMAX más alta se encontró en 

ABTS, mientras que la KM más baja ocurrió en DMP. La actividad de lacasa fue mayor con ABTS 

que con DMP. 
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Tabla 4: Parámetros cinéticos calculados para la enzima lacasa purificada. Determinación de KM y VMAX en 
función de la tasa de hidrólisis de DMP y ABTS a concentraciones que variaron de 0,05 a 5 Mm. 100% de 

actividad lacasa corresponde a 1289 U L−1 

 

Porcentaje de actividad Lac KM (mg/mL) VMAX (μmol/min/mg) 

ABTS DMP ABTS DMP ABTS DMP 

100% ± 1% 89% ± 1% 0.247 0.212 51.48 43.97 
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3.5 DISCUSIÓN 
 

3.5.1  SECCIÓN I: OBTENCIÓN DE LA REGIÓN CODIFICANTE DE 

UNA LACASA DE Phlebia brevispora BAFC 633 
 

En los últimos años, la lacasa ha sido identificada como una enzima empleada 

industrialmente con varios propósitos dentro de las industrias alimentaria, textil, papelera, en 

procesos de biorremediación y descontaminación de aguas residuales, para producción de 

compuestos aromáticos de alto valor, entre otras (Mayolo-Deloisa y col., 2020). 

Muchas lacasas fúngicas son oxidasas de cobre azul (Desai y Nityanand, 2011) y, debido 

a que las secuencias de nucleótidos de las regiones de unión al cobre están muy conservadas, 

se han utilizado con frecuencia para diseñar cebadores de PCR para clonar fragmentos de 

genes de lacasa en varios basidiomicetos (D'Souza y col., 1996). Los resultados obtenidos por 

el grupo (Fonseca y col., 2018) y el presente trabajo, muestran la efectividad del diseño de 

cebadores específicos para amplificar correctamente el gen de lacasa de P. brevispora BAFC 

633, ya que los cebadores diseñados permitieron la amplificación exitosa de los fragmentos 

de ADN codificante, obteniéndose fragmentos de ADN de alta calidad. 
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 SECCIÓN II: OPTIMIZACIÓN DE LA EXPRESIÓN HETERÓLOGA 

DE LA ENZIMA LACASA RECOMBINANTE EN LA LEVADURA 

GRAS K. lactis GG799 

 

Según Akpinar y Urek, (2017) los hongos de pudrición blanca son los microorganismos 

más eficientes en cuanto a la producción de lacasas. Sin embargo, la gran mayoría de las 

lacasas, son producidas en bajas cantidades por los hongos nativos. Asimismo, múltiples 

isoenzimas de lacasas han sido reportadas en varias especies fúngicas, haciendo difícil el 

estudio de las enzimas individuales (Fonseca y col., 2018). Todos estos problemas pueden ser 

superados expresando los genes correspondientes en un huésped heterólogo.  

Hay sistemas diseñados para realizar la expresión heteróloga en procariotas y en 

eucariotas como levaduras, hongos y células animales. Como las lacasas son mayoritariamente 

producidas por organismos eucariotas, sería más factible expresarlas en sistemas eucariotas 

que tienen la capacidad de realizar modificaciones post- transcripcionales, como glicosilación 

y plegamiento, necesarias para la actividad de la enzima (Preethi y col., 2020). En las células 

animales el rendimiento de producción es demasiado bajo, por lo que la alternativa más 

prometedora es la expresión en levaduras o en hongos filamentosos. 

El sistema recombinante que utiliza K. lactis GG799 como hospedero, presenta 

propiedades ventajosas en comparación con otras levaduras, que incluyen su gran capacidad 

secretora, sus excelentes características de la fermentación a gran escala, sumado a la 

disponibilidad de vectores eficientes de expresión e integración (Spohner y col., 2016).  

La expresión de lacasa recombinante en levaduras ha sido estudiada variando 

diferentes parámetros obteniendo diversos resultados (Piscitelli y col., 2010). En este sentido, 
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para lograr una mayor expresión y actividad enzimática, es recomendable utilizar estrategias 

como el uso de promotores nativos y múltiples copias de genes, la optimización de los 

codones, la modificación de las secuencias de las señales de secreción y la optimización de las 

condiciones de cultivo (Erden y Karaoğlan, 2023).  En el presente estudio, para expresar la 

enzima lacasa en K. lactis GG799, se utilizó un plásmido de expresión controlado por el 

promotor PLAC4-PBI, el cual está estrictamente regulado, y en conjunción con la secuencia 

señal del péptido señal del factor α-MF de S. cerevisiae para dirigir la secreción de la proteína 

recombinante. Fonseca y col., (2018) clonaron la lacasa (JQ728448.1) del WRF P. brevispora 

BAFC 633 en Pichia pastoris, en dicho trabajo el gen clonado usando el péptido señal del factor 

de apareamiento de Saccharomyces cerevisiae fue más eficiente para dirigir la secreción de la 

proteína recombinante que el péptido señal nativo. Asimismo, en el presente trabajo, en la 

levadura K. lactis este péptido señal condujo la secreción de la lacasa al medio extracelular. 

En otras investigaciones, para obtener proteínas recombinantes, se utilizaron péptidos señal 

de lacasa nativa y de levadura (factor α de S. cerevisiae o invertasa; toxina asesina de K. lactis; 

Y. lipolytica XPR2) obteniendo resultados variables según el tipo de enzima (Preethi y col., 

2023). Según Piscitelli y col., (2010) no parece ser posible predecir de antemano que péptido 

señal producirá mejores resultados en la expresión de lacasas recombinantes en levaduras.  

La inclusión de etiquetas de His se usan habitualmente para facilitar el proceso de 

purificación. Muchas proteínas se purificaron con éxito teniendo etiquetas His en sistemas de 

expresión de levadura (Pina y col., 2014), sin embargo, en este trabajo, se observó una menor 

producción de actividad lacasa en cultivos de medio extracelular conteniendo dicha etiqueta. 

Köppl y col. (2022) han informado que la posición de la etiqueta de polihistidina puede afectar 

algunas propiedades de las proteínas. En base a estos resultados, podemos decir que, más de 

seis etiquetas His en la región amino, interfirieron con la actividad lacasa. En concordancia con 
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nuestros resultados, Fonseca y col. (2018) obtuvieron niveles similares de actividad lacasa, al 

expresarla en Pichia pastoris utilizando cebadores que contenían la etiqueta His.  

3.5.1.1 Optimización del medio para la producción de la enzima lacasa en K. 

lactis GG799 
 

Debido a que las condiciones de cultivo son cruciales para la producción de ciertas 

enzimas, la optimización del medio se ha convertido en una de las principales formas de 

mejorar la producción enzimática (Bagewadi y col., 2017). Algunas proteínas sólo se expresan 

en presencia de sustancias inductoras o bajo situaciones de estrés. Por esta razón, la 

optimización del medio es una alternativa de gran interés en la generación de proteínas. Se 

evaluó el efecto del cobre porque es sabido que aumenta la actividad lacasa. Sin embargo, 

debido a que la presente tesis se centra en la elaboración de panificados con enzimas 

recombinantes, se analizaron compuestos compatibles con la industria alimentaria para 

reemplazar el cobre y obtener una enzima con actividad. 

3.5.1.1.1  Optimización del inóculo inicial 
 

Como el inóculo juega un papel importante en la producción de enzimas, se analizó su 

efecto sobre la actividad lacasa. La mayor producción de lacasas se obtuvo a partir de un 

inóculo de DO600 = 1,8. Disminuir y aumentar el inóculo inicial de DO600 condujo a una 

disminución en la actividad. Estos resultados indican que existe una relación entre el valor de 

densidad óptica del inóculo y la actividad de la enzima lacasa. Podemos pensar que esta 

disminución con valores de DO600 más bajos y más altos, podría deberse a una menor 

disponibilidad de nutrientes en el medio de cultivo o bien a que una alta densidad celular 

podría promover la producción de sustancias inhibitorias para la actividad de la enzima. 
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Chmelová y col. (2022) informaron que un nivel más bajo de inóculo puede no ser suficiente 

para iniciar el crecimiento, mientras que un nivel más alto puede causar una inhibición 

competitiva. En este sentido, una menor cantidad de células podría resultar en una producción 

reducida de lacasa, y, por lo tanto, en una menor actividad enzimática.  

3.5.1.1.2 Optimización de la temperatura de crecimiento de la levadura K. 

lactis 
 

Según los resultados obtenidos en el presente trabajo, el cultivo de K.lactisGG799/lacI 

a temperaturas más bajas y más altas de 28 ºC,  llevó a una disminución en la actividad de 

lacasa. Estos hallazgos son consistentes con un estudio previo realizado por Patel y col., 

(2009), quienes también reportaron una disminución en la actividad de lacasa a temperaturas 

más bajas. Sin embargo, es interesante destacar que Nieter y col. (2016) reportaron resultados 

opuestos, ya que observaron un aumento en la actividad de lacasa al disminuir la temperatura 

de cultivo en P. pastoris. Esto indica que la respuesta de la actividad de lacasa a las 

temperaturas de cultivo puede variar entre diferentes enzimas, sistemas y especies. Además, 

Raimondi y col. (2013) obtuvieron un alto rendimiento de una proteína recombinante a 30 ºC 

en Kluyveromyces marxianus. Esto sugiere que, aunque la actividad de lacasa pueda disminuir 

a temperaturas más altas para K.lactis GG799/lacI, otros procesos metabólicos o la expresión 

de otras proteínas recombinantes, pueden verse favorecidos a estas temperaturas. 

3.5.1.1.3 Optimización del medio mediante el agregado de compuestos 
 

Una variedad de compuestos se ha utilizado como inductores para estimular la 

producción de lacasas (Akpinar y col., 2017, Molina y col., 2023). Como la actividad de la lacasa 

no fue evidente en medio YPGal, se testeó el efecto del cobre porque, al ser parte del sitio 
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activo de la enzima es el metal más reportado en su estudio (Callejón y col., 2017; Fonseca y 

col., 2018; Tülek y col., 2020). De esta manera, se evaluó el efecto de varios compuestos 

químicos en la actividad lacasa, con el objetivo de reemplazar el cobre y optimizar el medio 

de cultivo para mejorar su producción.  

El sulfato de amonio, cloruro de zinc, cloruro de potasio y surfactante Tween 80 no 

tuvieron un efecto significativo sobre la actividad lacasa. Según los resultados obtenidos, estos 

compuestos no podrían ser utilizados para potenciar la producción de la enzima lacasa. En 

investigaciones realizadas con enzimas lacasas purificadas, zinc, potasio y amonio se 

comportaron como inhibidores de la actividad (Bao y col., 2013) mientras que, al igual que los 

hallazgos obtenidos en el presente trabajo, Li y col., (2013) encontraron que el amonio y el 

zinc no tenían un efecto significativo sobre la actividad de la lacasa recombinante. 

El suplemento con una concentración de carbonato de calcio de 0,5 mM aumentó la 

actividad de la enzima. Este hallazgo sugiere que el carbonato de calcio podría tener un efecto 

estimulante sobre la actividad de lacasa. Del mismo modo, Crowe y Olsson (2001) informaron 

que el calcio es un segundo mensajero que puede activar diferentes vías de transducción de 

señales. Sin embargo, también se observó que, a concentraciones más altas de carbonato de 

calcio, la actividad de la enzima disminuyó. Este patrón no lineal en la respuesta de la actividad 

de lacasa al carbonato de calcio indica la existencia de un punto óptimo de concentración, más 

allá del cual el exceso de carbonato de calcio tiene un efecto inhibitorio sobre la enzima.  

El sulfato de hierro 1 mM fue el compuesto que permitió obtener los mejores niveles 

de actividad lacasa en comparación con los otros evaluados. Sin embargo, concentraciones de 

0,5 y 1,5 mM de sulfato de hierro, resultaron en una disminución en la producción de la 

enzima. Estos resultados sugieren que existe una concentración óptima de sulfato de hierro 
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que maximiza la actividad de lacasa. Esta concentración óptima puede estar relacionada con 

la capacidad de este compuesto para facilitar la síntesis y secreción de la enzima.  

El cloruro de hierro aumentó la actividad de lacasa, pero en menor medida que el 

sulfato de hierro. Esto sugiere que el hierro en alguna forma es esencial para la actividad de 

la enzima, ya que ambos compuestos contienen este elemento. Para Murugesan y col. (2009), 

la efectividad del hierro en aumentar la actividad lacasa puede deberse a la interacción de 

este metal con el sistema de transporte de electrones de la lacasa. En este sentido podemos 

decir que la diferencia en la actividad lacasa entre los compuestos se debió a las diferentes 

estructuras químicas que tiene la enzima en presencia de sulfato y cloruro, afectando el 

plegamiento de la enzima y su desempeño para formar complejos. Al testear concentraciones 

más bajas de cloruro de hierro, también se observó una disminución en la actividad de lacasa, 

lo que indica del mismo modo la existencia de una concentración óptima para este 

compuesto.  

Sin embargo, los efectos de diferentes compuestos sobre la actividad de lacasa no 

siempre son los mismos ya que Bao y col. (2013) también reportaron al hierro como inhibidor 

y al Tween como inductor de lacasa recombinante. Tülek y col. (2020) demostraron que altas 

concentraciones de hierro inhibieron significativamente la actividad de la lacasa, mientras que 

el zinc y el magnesio provocaron un aumento en la actividad de la lacasa, y Li y col. (2013) 

afirmaron que una enzima recombinante se inactiva completamente con hierro, lo que es 

opuesto a los resultados obtenidos en el presente trabajo. 

En este sentido se puede decir que las diferencias en la actividad lacasa obtenidas con 

cada compuesto podrían deberse a la diferencia en las estructuras químicas, lo que afecta el 

plegamiento de la lacasa y aumenta o disminuye significativamente la actividad de la enzima. 
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Estas observaciones también pueden atribuirse a interacciones variables dentro de la 

compleja estructura espacial de la proteína, que pueden afectar las propiedades catalíticas de 

la lacasa de manera impredecible. Por lo tanto, un mayor estudio de las propiedades de las 

lacasas es esencial para una comprensión más profunda de la función de las lacasas fúngicas. 

Por su parte, se encontró que la actividad de lacasa alcanzó su punto máximo 

diferentes días de incubación de acuerdo al compuesto testeado. Esto sugiere que existe un 

período óptimo de tiempo en el cual la enzima tiene la mayor actividad. Por lo tanto, es 

importante optimizar el medio cultivo y el tiempo de producción para cada sistema de 

expresión ya que no se pueden predecir a priori que concentraciones óptimas de los 

compuestos y la duración del cultivo influye en la productividad y eficiencia. 

En cuanto a la caracterización enzimática del extracto y la enzima purificada, se 

observó que el pH óptimo del extracto enzimático coincidió con el pH óptimo de la enzima 

pura, en un valor de 3,6. Esta correspondencia sugiere que el entorno de la enzima en el 

extracto es preservado en su entorno nativo, lo que es valioso para aplicaciones 

biotecnológicas que requieran un rango específico de pH para su funcionamiento eficiente. 

Esta observación refuerza la consistencia y estabilidad del extracto enzimático en condiciones 

de acidez.  

Respectivo a la temperatura óptima, tanto el extracto enzimático como la enzima 

purificada mostraron similitud, indicando que el proceso de extracción y purificación no 

comprometió la estructura tridimensional y la actividad de la enzima. Además, la retención 

del 100 % de la actividad en el extracto enzimático después de una hora de incubación a 40 ºC 

destaca su capacidad para soportar el estrés térmico inicial, lo que es de gran interés para 

aplicaciones industriales que requieran operaciones a temperaturas elevadas. El extracto 
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enzimático demostró una notable conservación de actividad, reteniendo el 95 % de su 

actividad después de dos horas de incubación a 40 ºC. Esta retención significativa de actividad 

a temperaturas relativamente altas es promisoria para procesos prolongados que involucren 

la enzima en sistemas biotecnológicos.  

En comparación, la enzima purificada mantuvo el 88 % de su actividad después de una 

hora de incubación a pH 3,6, lo que, aunque ligeramente inferior en comparación con el 

extracto enzimático, aún representa una retención significativa de actividad en un entorno 

ácido. Asimismo, la enzima purificada demostró una destacable estabilidad a 40 ºC, 

reteniendo el 98 % de su actividad después de una hora de incubación, lo que sugiere que la 

purificación no comprometió su tolerancia térmica. 

Los resultados obtenidos de la caracterización del extracto enzimático y la enzima 

purificada, proporcionan una comprensión detallada de sus propiedades bioquímicas y 

estabilidad en diferentes condiciones. Estos resultados respaldan la potencial aplicación de la 

enzima en diversas industrias biotecnológicas, donde las propiedades de pH y temperatura 

son cruciales para el diseño y la optimización de procesos enzimáticos eficientes y sostenibles. 
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3.5.2 SECCIÓN III: PURIFICACIÓN Y CARACTERIZACIÓN DE 

LACASA RECOMBINANTE 

3.5.2.1 Peso molecular 

 

Fonseca y col., (2018) predijeron que esta lacasa tiene un peso molecular de 60 kDa 

cuando es secretada por el hongo P. brevisopora BAFC 633 (Fonseca y col., 2013, 2015). Sin 

embargo, esta lacasa expresada en K. lactis GG799 y purificada tuvo un peso molecular de 180 

kDa aproximadamente. Según Bertrand y col., (2015) y Maestre-Reyna y col., (2015), este 

aumento en el peso molecular puede ser explicado por modificaciones post- traduccionales. 

En concordancia con estos resultados, Fonseca y col., (2018), obtuvieron esta lacasa 

recombinante en Pichia pastoris GS115 y mostró un alto peso molecular, que fue atribuido a 

la hiper- glicosilación de la enzima.  

3.5.2.2 Caracterización bioquímica de lacasa  

 

Muchas lacasas fúngicas exhiben pH óptimo en un rango ácido que depende del sustrato, 

valores de pH entre 2 y 5 para ABTS y entre 3 y 8 para DMP (Baldrian, 2006). En este trabajo 

se determinó que el pH óptimo para la enzima fue 4, y la temperatura óptima 40 ºC. Por su 

parte, la enzima lacasa estudiada en este trabajo mostró alta estabilidad a pHs 4, 3,6; 3 y 4,5. 

En este sentido, se han reportado en la literatura lacasas que, aunque tengan valores de pHs 

óptimos muy ácidos, son muy estables en un rango de pH entre 3 y 10 (Muñoz y col., 1997). 

Estos resultados concuerdan con la literatura, ya que los parámetros bioquímicos de la lacasa 

recombinante purificada revelaron características similares a las de muchas otras lacasas 

recombinantes, con un rango de temperatura óptimo entre 30 y 50 ºC y un rango de pH 

óptimo de 3,0− 4,5 (Huo y col., 2015; Fonseca y col., 2018; Li y col., 2013, Tülek y col., 2020).  
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En lo que respecta a la estabilidad enzimática, la lacasa fue más estable a partir de los 40 

ºC. En este sentido la estabilidad enzimática es una característica deseada a la hora de 

producir enzimas a escala comercial y de suma importancia para la aplicación industrial 

(Fonseca y col., 2014).  

De esta manera, la enzima obtenida mediante ingeniería genética y expresada de manera 

recombinante muestra características promisorias según los resultados de la caracterización 

enzimática, lo que sugiere su robustez y versatilidad para diversas aplicaciones industriales. 

Estos resultados preliminares abren la puerta a futuras investigaciones y aplicaciones que 

podrían tener un impacto significativo en la producción y procesamiento de diversos 

productos. 

3.5.2.3 Estudios de cinética, especificidad de sustrato e inhibición 

 

La mayoría de las lacasas conocidas muestran alta afinidad e índice catalítico por el ABTS 

(Fonseca y col., 2018, Gutiérrez y col 2023, Hahn y col., 2023). Tal como ocurrió en el presente 

trabajo, la oxidación del DMP por la enzima lacasa purificada suele ser considerablemente 

menor que con el ABTS y las respectivas KM más altas (Baldrian, 2006). Asimismo, que la 

actividad lacasa sea mayor con ABTS que con DMP, es típico de las lacasas y refleja los 

diferentes mecanismos de oxidación que dependen del sustrato (Bao y col., 2013). En este 

sentido, es sabido que sustituyentes aceptores de electrones reducen la densidad de 

electrones en el grupo fenoxilo, el cual es necesario para transferir electrones entre el sustrato 

y el sitio T1-cobre de la lacasa, haciendo así más difícil su oxidación (Xu, 1996).  
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3.6 CONCLUSIONES 
 

Partiendo de la secuencia génica que codifica para una lacasa en el hongo de pudrición 

blanca P. brevispora BAFC 633, fue posible diseñar cebadores y amplificar la región de interés 

con un ORF de 1500 pb.  

La expresión heteróloga del gen de lacasa fúngica del hongo de pudrición blanca se realizó 

con éxito en K. lactis GG799. Estos resultados confirman que el sistema de expresión 

recombinante en K. lactis fue apropiado para producir la enzima lacasa de manera heteróloga. 

El uso de sulfato de hierro a una concentración de 1 mM condujo a una actividad lacasa óptima 

(890 U L−1) en el cuarto día de incubación.  

La lacasa purificada a homogeneidad presentó un peso molecular de 180 kDa. El pH óptimo 

para la enzima fue 4 y la temperatura óptima fue de 40 ºC. La lacasa exhibió alta estabilidad a 

bajo pH y alta temperatura. Las características bioquímicas exhibidas son convenientes para 

que la enzima sea utilizada en las etapas subsiguientes del presente trabajo.  
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4 CAPÍTULO IV: ELABORACIÓN DE 

PANIFICADOS CON LAS ENZIMAS 

XILANASA Y LACASA RECOMBINANTES 

4.1 INTRODUCCIÓN 

En el área de la industria alimentaria, el desarrollo de un nuevo producto comienza 

con la creación de varios prototipos, los cuales son ajustados de acuerdo a los requerimientos 

establecidos por las áreas de mercadeo y ejecutiva. Estos prototipos deben ser descritos en 

conjunción con características específicas que permitan su escalamiento, producción y control 

de calidad (Valentas y col., 2020). 

Pese a los avances en la medición objetiva de algunas características de un producto, 

la determinación de la calidad de estos todavía depende en gran medida de evaluaciones 

subjetivas realizadas por expertos. Esto se debe a las dificultades asociadas a la medición 

instrumental de algunas características altamente personales (Cauvain y Young, 2007). 

Con el fin de llevar a cabo una caracterización objetiva, existen varias pruebas 

cuantitativas (físicas, químicas y texturales) y semi cuantitativas (sensoriales). Estas pruebas 

buscan evaluar tanto las propiedades externas como internas del producto. Las propiedades 

externas, como el color y el volumen, están asociadas a la primera interacción con el 

consumidor (atracción), mientras que las propiedades internas, como el sabor y la textura, 

determinarán la repetibilidad en el consumo del producto (Valentas y col., 2020). La elección 

del tipo de prueba y la frecuencia de realización depende del criterio del elaborador. Se 

recomienda que éstas se realicen al menos una vez, especialmente en las etapas de desarrollo 

de un nuevo producto.  
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En lo que respecta a las características de los panificados, los consumidores buscan 

en su mayoría, una corteza crujiente, una miga esponjosa y bien desarrollada, un sabor rico y 

equilibrado, así como una buena durabilidad. Además, la frescura, el aroma agradable y una 

presentación visual apetitosa, son aspectos claves que los consumidores valoran en este tipo 

de productos. 

El presente capítulo abordará las propiedades físicas, químicas, texturales y sensoriales 

de panificados elaborados utilizando las enzimas xilanasa y lacasa recombinantes obtenidas a 

partir de T. atroviride y P. brevispora respectivamente. 

4.1.1 Caracterización de las propiedades fisicoquímicas de los panificados:  

4.1.1.1 Peso, dimensiones y volumen  
 

La calidad del pan depende de las propiedades de las materias primas y de los 

parámetros tecnológicos aplicados en el proceso de producción. La evaluación de la calidad 

del pan hace uso de determinaciones de sus propiedades físicas y entre las que se examinan 

con mayor frecuencia figuran el peso, el peso específico (densidad real) y el volumen del pan 

(Różyło y Laskowski 2011). La determinación del peso es importante tanto por cuestiones de 

producción y tamaño de porción. La medición de las dimensiones se puede hacer utilizando 

métodos fuera de la línea, con reglas o cintas métricas, o en línea por medio de análisis de 

imágenes.  

Para la determinación del volumen, el método más empleado es el de desplazamiento 

de semillas. Usualmente se utiliza un contenedor de volumen conocido, previamente 

calibrado con un tipo de semilla adecuado, generalmente de sésamo o cebada (Jiamyangyuen 

y col., 2005), en el cual el producto es introducido. Las semillas son reintroducidas, se coloca 

el producto y se desplaza un volumen de semillas equivalente a su propio volumen. Es 
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importante mantener calibrado el aparato con un objeto de volumen conocido, debido a que 

la densidad aparente de las semillas puede cambiar por la fricción que ocurre durante su uso 

(Cauvain y Young 2007). 

4.1.1.2 Color 
 

El color es un atributo de la percepción visual que se compone de la combinación de 

elementos cromáticos y acromáticos. Es un fenómeno fisicoquímico que se produce debido a 

que los materiales iluminados absorben una parte de las ondas electromagnéticas y reflejan 

las restantes (Markovic y col., 2011). 

El control del color de la corteza en productos panificados ha sido tradicionalmente 

relegado al juicio personal y experiencia. Sin embargo, este juicio es afectado por la 

subjetividad y efectos fisiológicos relativos a la visión del individuo ya ésta se deteriora con la 

edad. Existen, además, grados de ceguera al color, innatos y particulares para cada persona. 

También los factores externos como la fatiga o condiciones de iluminación, pueden afectar la 

percepción del color. Esto combinado con la influencia geo-étnica sobre el color de la corteza 

de varios productos, resulta en un problema altamente intangible para definir el color de la 

corteza.  

Comprender los cambios que ocurren en el color de los alimentos es esencial para 

desarrollar estrategias efectivas de control de calidad y para garantizar la satisfacción de los 

consumidores (El-Sohaimy y col., 2019). En este sentido, el color de la corteza es comúnmente 

evaluado usando técnicas descriptivas. Se pueden usar métodos objetivos en base a la 

comparación con cartas de color estándar, tales como el sistema Munsell o bien, medidos con 

instrumentos basados en el sistema triestímulo (Mathias-Rettig, K., y Ah-Hen 2014). 
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4.1.1.2.1 Colorímetro 

Uno de los principales instrumentos utilizados para caracterizar el color de un alimento 

es el colorímetro, un dispositivo que permite la medición del color de forma objetiva. Funciona 

enviando un haz de luz sobre el objeto, en donde parte del espectro es absorbido y el resto es 

reflejado hacia un detector para calcular un valor cuantitativo para las coordenadas de color, 

que dependerán del modelo o espacio de color utilizado (Chiluiza y col., 2011). El objetivo de 

un modelo de color es facilitar la especificación de los colores de una forma normalizada y 

aceptada genéricamente.  

Los espacios de color son la especificación de un sistema de coordenadas 

tridimensional y de un subespacio de este sistema en el que cada color se encuentra 

representado por un único punto (Markovic y col., 2013).  

Aunque existen muchos espacios de color diferentes, cuando se trata de alimentos, el 

más utilizado es el espacio de color CIE L * a * b * (Fig. 42), debido a su distribución uniforme 

del color y a que su percepción del color es la más cercana a la del ojo humano.  

Figura 42: Espacio de color CIE L*a*b. Tomada de Miranda (2018). 
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Este sistema define un espacio cartesiano en que L* es la claridad o luminosidad, en 

un rango que va desde 0 (negro) a 100 (blanco). El parámetro a* define a los componentes 

rojo – verde, siendo rojo para valores positivos y verde para valores negativos. El parámetro 

b* define el componente amarillo – azul, siendo amarrillo para valores positivos y azul para 

valores negativos. A partir de los mencionados parámetros se calculan el tono (hue) y la 

saturación (chroma) que son parámetros que permiten caracterizar el producto por su 

coloración. 

Uno de los principales cambios de color en el pan se debe a la reacción de Maillard, 

que consiste en una serie de reacciones químicas entre aminoácidos y azúcares reductores 

que se producen durante el procesamiento térmico de los alimentos. Estas reacciones pueden 

resultar no sólo en cambios en el color del producto final, sino también en la formación de 

compuestos con aroma y sabor agradables. El índice de pardeamiento (BI), es un parámetro 

ampliamente estudiado para evaluar la reacción de Maillard en los alimentos (Ali y col., 2016).  

Otro parámetro importante a tener en cuenta en la colorimetría es la diferencia total 

de color, que permite cuantificar los cambios absolutos en el color de los alimentos luego de 

un tratamiento, a lo largo del tiempo, tomando un valor de referencia. Este parámetro se 

calcula comparando los valores de los componentes de color tomando un valor de referencia 

que pueden ser las mediciones efectuadas antes del tratamiento o al inicio de un período de 

almacenamiento. La diferencia total de color juega un papel crucial en la evaluación de la 

estabilidad del color de los alimentos y su capacidad para resistir los cambios de tonalidad no 

deseados. 

4.1.1.3   Humedad 
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El contenido de humedad tiene un efecto ante la percepción de calidad, donde a mayor 

contenido de humedad en un alimento, el producto puede ser percibido como de mayor 

frescura (Cauvain, 2003). El contenido de humedad de la miga y la corteza para productos 

frescos es significativamente diferente. Se ha reportado que, para panes recién horneados, la 

humedad de la corteza es de 11% y la miga 34%, relacionándose cada uno de ellos con la 

percepción de crocancia y suavidad respectivamente. Luego de 48 horas de almacenamiento, 

estos valores cambian a 16% y 21% para corteza y miga, debido a la migración de agua por el 

gradiente de humedad que se produce (Lopez, 2013). Por ello, la determinación y control de 

la humedad es fundamental para prolongar la percepción del producto fresco tanto como sea 

posible. La medición de humedad se realiza principalmente determinando las pérdidas de 

peso por secado. Esta se puede realizar colocando la muestra en un horno o estufa de secado 

a 60 ºC durante 2 o 3 h, o bien por calentamiento rápido con un radiador halógeno durante 5 

a 15 minutos. Mientras que en el primer método se utiliza un instrumental básico de 

laboratorio, un horno de secado y una balanza analítica, el segundo requiere de un equipo de 

mayor complejidad (Mettler Toledo, 2015). 

4.1.1.4   Caracterización de las propiedades texturales de los panificados 
 

La textura y palatabilidad son propiedades importantes en los productos de 

panificación. La textura se entiende como la manifestación sensorial y funcional de las 

propiedades estructurales, mecánicas y superficiales de los alimentos, que se perciben a 

través de los sentidos del tacto, el oído y la vista. La textura es, entonces, uno de los atributos 

primarios que junto con el color, sabor y olor conforman la calidad sensorial de los alimentos 

(Hleap y Velasco, 2010; Mazumder, 2007).  
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Por su parte, la Norma Española de Análisis Sensorial sobre Vocabulario define la 

textura como “el conjunto de propiedades mecánicas, geométricas y de superficie de un 

producto, perceptibles por los mecano-receptores, los receptores táctiles y en ciertos casos 

los visuales y los auditivos”. De esta definición de textura se desprenden conceptos 

importantes. 

Primeramente, la textura es una propiedad sensorial y, por lo tanto, sólo un ser 

humano (o un animal en el caso de la comida para animales) puede percibirla y describirla. 

Los instrumentos de prueba de textura pueden detectar y cuantificar algunos parámetros 

físicos, los cuales luego deben interpretarse en términos de percepción sensorial. Además, la 

textura es un atributo multiparamétrico, no solamente se refiere a ternura o masticabilidad, 

sino que engloba una gama de características. También la textura deriva de la estructura del 

alimento, ya sea a nivel molecular, microscópico o macroscópico y puede ser detectada por 

varios sentidos, siendo los más importantes el tacto y la presión. 

De esta manera, la textura es un elemento fundamental en la evaluación de la calidad 

de los alimentos, ya que puede influir en la aceptación y preferencia del consumidor. Por 

tanto, su estudio y comprensión son de vital importancia en la industria alimentaria. Por otra 

parte, el análisis de la textura puede proporcionar información valiosa sobre las características 

físicas y estructurales de los alimentos, lo que permite optimizar los procesos de producción 

y mejorar la calidad de los productos. A pesar de los avances realizados en este campo, todavía 

existen desafíos en la medición y evaluación precisa de la textura, así como en la 

interpretación de los resultados obtenidos.  
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4.1.1.4.1   Clasificación de términos texturales 
 

Dado que la textura representa un atributo con múltiples parámetros, se requiere la 

medición de cada uno de estos para describirla adecuadamente. En este sentido, existen 

clasificaciones que incluyen alimentos sólidos y semisólidos, tales como los que se muestran 

en la Tabla 5 que son de interés para un producto panario Surmacka Szczesniak 2002).  
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Tabla 5: Clasificación de las características texturales (Surmacka Szczesniak 2002) 

 

 

 

 

 

  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Características mecánicas 

Parámetros primarios Parámetros secundarios Términos comunes 

Dureza  Suave- Firme- Duro 

Cohesión Fragilidad 

Masticabilidad 

Pegajosidad 

Se desmiga- Crujiente- Frágil 

Blando- Duro 

Harinoso- Gomoso 

Viscosidad  Fino- Viscoso 

Elasticidad  Plástico- Elástico 

Adhesividad  Pegajoso 

Características geométricas 

Clase  Ejemplos 

Tamaño y forma de 

partícula 

 Arenoso- Granulado- Áspero 

 

Fibrosa- Celular- Cristalina 
Forma y orientación de las 

partículas 

 

Otras características 

Parámetros primarios  Términos comunes 

Contenido de humedad  Seco- Húmedo- Aguado 

Contenido graso  Aceitoso 

Grasoso 
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4.1.1.4.2 Análisis de perfil de textura  
 

El análisis de perfil de textura (TPA), se trata de un método objetivo de análisis 

aplicable a medidas sensoriales e instrumentales. En el ensayo TPA, un émbolo comprime de 

forma uniaxial y durante dos veces consecutivas una muestra para simular el movimiento de 

la mandíbula durante la masticación. La muestra se sitúa en la base y se comprime y 

descomprime dos veces mediante una platina adjunta al sistema de movimiento. Para imitar 

la acción de masticar se debe hacer una alta compresión, sin llegar en ningún momento a 

romper la muestra. Este análisis permite obtener siete parámetros texturales muy bien 

correlacionados con la evaluación sensorial, arrojando además una curva del perfil TPA. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 43: Gráfica general del análisis de perfil de textura TPA. (Tomado de Diaz Molins, 2009). 

 

En la Fig. 43 se pueden observar los principales parámetros texturales que se obtienen 

con estas mediciones: 

Adhesividad 
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● Fragilidad: está relacionada con la cohesión y con la fuerza necesaria para romper un 

producto en trozos. En la curva, está representada por el primer pico significativo que 

se obtiene tras la primera compresión.  

● Dureza: es relativa a la fuerza necesaria para deformar el alimento o hacer penetrar 

un objeto en él. Se trata de la fuerza máxima ejercida en el primer ciclo de compresión.  

● Cohesividad: está relacionada al grado de deformación de un producto antes de 

romperse. Es la relación de áreas originadas en los dos ciclos de compresión, 

representa el trabajo necesario para comprimir la muestra por segunda vez respecto 

al que ha sido necesario para comprimirla la primera vez.  

● Adhesividad: es el trabajo necesario para vencer las fuerzas de atracción entre la 

superficie del alimento y la superficie de otros materiales con los que el alimento entra 

en contacto. En el ensayo, es el área de fuerza negativa que se obtiene tras la primera 

compresión y que representa el trabajo necesario para separar el émbolo de 

compresión del alimento.  

● Elasticidad: es relativa a la rapidez de recuperación de la deformación después de la 

aplicación de una fuerza y al grado de dicha recuperación. En el ensayo, representa la 

altura que el alimento recupera respecto a la que tenía inicialmente durante el tiempo 

que transcurre desde que acaba la primera compresión hasta que empieza la segunda.  

● Gomosidad: es la energía requerida para desintegrar un alimento semisólido a un 

estado listo para tragar. Está definida como el producto de dureza por cohesividad. 

● Masticabilidad: está relacionada con la cohesión y el tiempo necesario o el número de 

masticaciones requeridas para dejar un producto sólido en las condiciones necesarias 

para su deglución. Se define como el producto de dureza por cohesividad y por 

elasticidad.  
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4.1.2 Caracterización de las propiedades sensoriales de los panificados 

 

El Instituto de Tecnólogos de Alimentos (IFT) de EEUU, define la evaluación sensorial 

como la disciplina científica utilizada para evocar, medir, analizar e interpretar las reacciones 

a aquellas características de alimentos y otras sustancias, que son percibidas por los sentidos 

de la vista, olfato, gusto y oído. 

El análisis sensorial es crucial para evaluar las propiedades organolépticas de un 

producto, que se realizan mediante los sentidos humanos. Se refiere a la evaluación de la 

apariencia, olor, aroma, textura y sabor de un alimento o materia prima. Esta técnica de 

medición es tan importante como los métodos químicos, físicos y microbiológicos (Pires y col., 

2020). No sólo se utiliza como punto de control de calidad en la industria alimentaria, sino 

también es muy importante como técnica para el desarrollo de productos y la caracterización 

de nuevos productos en el mercado. 

Es esencialmente relevante conocer la opinión de los consumidores, la cual afecta 

directamente a la comercialización del producto. Por eso, las pruebas sensoriales se utilizan 

en diversas industrias como la alimentaria, la perfumería, la farmacéutica y la de pinturas 

(Pourmohammadi y col., 2020). 

En el pasado, el análisis sensorial se consideraba un método marginal para medir la 

calidad de los alimentos. Sin embargo, su desarrollo histórico ha demostrado que es una de 

las formas más importantes de asegurar la aceptación del producto por parte del consumidor. 

A pesar de la idea generalizada de que el análisis de alimentos debe llevarse a cabo en un 

laboratorio químico o microbiológico, las técnicas de análisis sensorial son igualmente 

científicas y están fundamentadas con estadística, fisiología, psicología entre otras ramas de 

la ciencia (Pires y col., 2020). 
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4.1.2.1 Percepción y atributos sensoriales 
 

El proceso sensorial comienza cuando un estímulo actúa sobre los receptores 

sensoriales. El estímulo puede ser un agente químico o físico que produce una respuesta en 

los receptores sensoriales externos o internos. El impulso nervioso creado por el receptor 

sensorial se transmite por el sistema nervioso al cerebro, donde se interpreta como una 

sensación (Manfugás 2020). La percepción es la toma de conciencia sensorial. 

Cada órgano receptor está especializado en recibir un tipo específico de estímulos, ya 

sea mecánico, térmico, luminoso, acústico, químico o eléctrico. A su vez, cada estímulo dará 

lugar a una sensación de agrado o rechazo.  

El primer contacto humano con un producto alimenticio generalmente ocurre a través 

de la vista, el olfato (a través de la nariz por el aire), el oído o el tacto, o a través de una 

combinación de estas percepciones sensoriales. Las sensaciones subsiguientes generalmente 

son táctiles (a través de los labios y la cavidad bucal, donde se perciben sensaciones de frío, 

calor o dolor) y nuevamente auditivas (los sonidos de la masticación). Luego intervienen el 

gusto y nuevamente el olfato, esta vez en forma indirecta, a través de la cavidad faríngea. De 

esta manera, los atributos de un alimento se perciben en el siguiente orden: apariencia, aroma 

u olor, textura y sabor. 

4.1.2.2 Aplicaciones del análisis sensorial 
 

El análisis de la calidad sensorial de los alimentos es útil para: 

● El control de calidad de materias primas y el establecimiento de normas y 

especificaciones. 

● El desarrollo y lanzamiento de nuevos productos. 
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● La realización de pruebas de mercados para detectar las preferencias del consumidor 

en los productos nuevos. 

● La investigación de los factores que influyen en el olor y el aroma de los alimentos. 

4.1.2.3 Condiciones para el desarrollo de una evaluación sensorial  
 

Para realizar un análisis sensorial, además de la persona que recluta, selecciona, 

entrena, conduce a los panelistas y dirige la evaluación, se necesitan evaluadores, 

denominados jueces. Estos pueden ser expertos, entrenados, semi entrenados o no 

entrenados.  

Para realizar la evaluación, se requiere un lugar cómodo, agradable, con buena 

iluminación y sin interferencia de olores. 

Los requisitos para quienes participen en un análisis sensorial, según la norma ISO 8589 

(ISO, 1988) Sensory Analysis – General Guidance for the Design of Test, son: 

● El lugar físico donde se realizan las pruebas debe diseñarse para minimizar los 

prejuicios del sujeto, maximizar su sensibilidad y eliminar las variables que no 

provengan del producto que se va a evaluar. 

● El ambiente debe ser tranquilo y agradable. 

● La hora del día en que se desarrollan las pruebas puede influir en los resultados; los 

mejores momentos serían al finalizar la mañana y la media tarde. 

● El panelista no debe fumar ni ingerir alimentos al menos 30 minutos antes de la sesión. 

● El panelista no puede utilizar perfumes ni cosméticos cuando asiste a una evaluación, 

ya que esto podría interferir con los resultados de la prueba. 

● No puede haber comunicación entre panelistas: los resultados no se pueden discutir 

hasta que todo el panel termine de evaluar. 
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● Los panelistas deben ser puntuales y cooperativos. 

● Se debe lograr que las muestras provenientes de distintos tratamientos sean idénticas 

en todas sus características, salvo en la que se está evaluando. 

● Durante la sesión de trabajo los evaluadores reciben algún agente para el enjuague de 

la boca entre las muestras, generalmente se utiliza agua a temperatura ambiente. 

4.1.2.4 Pruebas Sensoriales 
 

La evaluación sensorial, es aquella que usa técnicas basadas en la fisiología y psicología 

de la percepción. Las pruebas sensoriales se seleccionan de acuerdo con la finalidad por la que 

se efectúan. Se las divide en tres grupos principales: descriptivas, discriminativas y afectivas. 

De este modo, se puede identificar la apreciación del catador sobre los alimentos, sustancias, 

o preparaciones que degusta (Cárdenas Mazón y col., 2018). 

4.1.2.4.1 Pruebas afectivas 
 

Son aquellas en las que el evaluador expresa su reacción subjetiva ante el producto, 

indicando si le gusta o le disgusta, si lo acepta o lo rechaza, o si prefiere otro. Por lo general 

se realizan con paneles inexpertos o con consumidores. Entre las pruebas afectivas están las 

de medición del grado de satisfacción y las de aceptación. Estas pruebas presentan mayor 

variabilidad en los resultados y estos son también más difíciles de interpretar ya que se trata 

de apreciaciones completamente personales. Se recomienda que esta prueba incluya al 

menos 50 evaluadores para garantizar resultados confiables y representativos. 

4.1.2.4.2 Pruebas discriminativas 
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Son las que no requieren conocer la sensación subjetiva que provoca un alimento; más 

bien se busca establecer si hay diferencia o no entre dos o más muestras, y en algunos casos, 

la magnitud o importancia de esa diferencia. Las pruebas discriminativas más usadas son las 

pruebas de comparación apareada simple, triangular, duo– trío, comparaciones múltiples y de 

ordenamiento. 

4.1.2.4.3 Pruebas descriptivas 
 

Son aquellas pruebas en las que el juez establece los descriptores que definen las 

características sensoriales de un producto y además cuantifican las diferencias existentes 

entre varios productos. Consisten en descripciones del color y el sabor integral de un 

producto, así como de sus atributos individuales. Se realizan evaluaciones detalladas y los 

evaluadores se apropian de terminología consensuada con un lenguaje objetivo (Ares y col., 

2013). A través de estas pruebas se define el grado de intensidad de cada atributo, sabor 

residual y amplitud o impresión general del sabor y el olor. Si bien son habitualmente 

utilizados en el análisis sensorial, son métodos más complejos que los anteriormente 

mencionados. Para realizar estas pruebas se debe contar con un panel entrenado y que debe 

mantenerse en el tiempo, lo cual no es fácil de lograr además de ser costoso. Entre las técnicas 

de análisis descriptivo se pueden mencionar el análisis descriptivo cuantitativo, métodos de 

perfil de sabor, textura, de libre elección, el análisis descriptivo genérico, etc. Una de las 

debilidades de estos métodos es asumir que el panel tiene la misma percepción que los 

consumidores. 

4.1.2.4.4  Pruebas CATA (Check all that apply) 
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Una de las técnicas de evaluación sensorial más utilizadas para el desarrollo de un 

producto es la que utiliza el método descriptivo cuantitativo. Ésta ofrece numerosas ventajas 

frente a los demás métodos, como ser el uso de evaluadores entrenados capaces de realizar 

evaluaciones detalladas, la apropiación de terminología consensuada con lenguaje objetivo 

(Ares y Jaeger, 2013). Sin embargo, tienen la desventaja de requerir de un entrenamiento 

durante varias horas a meses según la complejidad de las muestras para retener a los 

integrantes del panel entrenado, lo cual representa una alta erogación aún para las grandes 

empresas, la capacitación y mantenimiento del panel para pruebas descriptivas requiere un 

alto costo incluso para las grandes empresas.  

Debido a que en la actualidad las industrias exigen respuestas inmediatas, los métodos 

descriptivos rápidos se están volviendo tendencia (Murray 2001; Valentin y col., 2012). En la 

última década, los métodos que utilizan la respuesta del consumidor no entrenado han 

ganado popularidad por reducir el tiempo y disminuir los gastos que implica el entrenamiento 

y la mantención de un panel entrenado (Varela y Ares, 2012).  

Los métodos descriptivos con consumidores son muy útiles cuando se desea una 

evaluación rápida del perfil sensorial y pueden proporcionar mapas sensoriales similares a los 

análisis descriptivos tradicionales. En este contexto, para el desarrollo de productos, el 

método CATA, del inglés, Check All That Apply (marque todo lo que corresponda), ha 

demostrado ser eficiente (Valentin y col., 2012; Varela y Ares, 2012). 

CATA ha ganado popularidad en los últimos años y consiste en obtener información 

sobre la percepción sensorial de los consumidores con relación a un producto a través de la 

aplicación de un cuestionario de fácil comprensión. Es un método potente, rápido y versátil 

que provee información sobre características sensoriales y no sensoriales del producto. Para 

ello, se entrega a los consumidores una lista de descriptores o atributos (entre 10 y 30 
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términos) previamente elegidos de acuerdo con las características del producto. Luego, los 

consumidores deben elegir en esa lista armada aleatoriamente los atributos que consideran 

más apropiados para describirlo, sin límite en el número de palabras a elegir (Ares y Jeger, 

2013). Se pueden seleccionar múltiples descriptores y el consumidor no se ve obligado a 

concentrarse en enumerar los atributos (Ares y col., 2015; Santos y col., 2015). Las listas CATA 

proporcionan datos binarios multivariados que indican la aplicabilidad de los descriptores 

proporcionados para las muestras, siendo herramientas importantes para el desarrollo de 

nuevos productos, ya que retratan la descripción del producto por la percepción de los 

consumidores, lo que puede ser positivo al tratarse de los destinatarios finales del producto 

(Ares y Varela, 2017a; Moussaoui y Varela, 2010). 

Aunque no es factible medir la intensidad de un atributo, es posible que un evaluador 

no entrenado indique un atributo para más de una muestra, si bien se presente en diferentes 

intensidades (Meyners y col., 2016).  
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4.2   OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 

 

Determinar el efecto de la adición de las enzimas xilanasa y lacasa recombinantes sobre 

la calidad de panificados elaborados a partir de harina de trigo, evaluando sus 

propiedades fisicoquímicas y organolépticas. 
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4.3 MATERIALES Y MÉTODOS 
 

La metodología aplicada para cumplimentar los objetivos del presente capítulo es 

coincidente para ambas enzimas estudiadas, por lo que a continuación se describe por única 

vez los métodos utilizados para la evaluación de los efectos de las enzimas xilanasa y lacasa. 

4.3.1 Selección de la formulación para la elaboración de panificados 

4.3.1.1  Selección de la receta para la formulación de panificados 
 

Se diseñaron diversas formulaciones de panificados con diferentes concentraciones de 

enzimas y materiales. Se consideraron como parámetros el tipo de harina (harina para 

elaborar panificados, harina 0000, harina leudante, de las marcas Blancaflor, Reinaharina y 

Pureza), el tipo de aceite (de soja, de girasol, de la marca Cocinero) y el nivel de hidratación 

(en un rango de 250 a 300 mL por Kg de harina).  

4.3.1.2 Selección de la concentración enzimática 
 

Se realizaron investigaciones previas para seleccionar la concentración enzimática 

adecuada según la bibliografía. De esta manera, para la enzima xilanasa se ensayaron 

concentraciones en un rango de 2 a 10 U de enzima por gramo de harina (Bala y col., 2017; 

Zhan y col., 2014) y para la enzima lacasa se ensayaron concentraciones en un rango de 1 a 

7,5 U de enzima por gramo de harina (Ahmad y col 2014; Niño Medina y col., 2017). 

4.3.1.3  Ensayos físicos y texturales 
 

Se realizaron análisis físicos y texturales para evaluar diferentes atributos de los 

panificados. Se midieron características como el volumen del pan (sección 4.3.3.1) y la textura 
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(sección 4.3.6.1). Estos análisis permitieron evaluar la calidad de los panificados elaborados 

con diferentes concentraciones de enzimas y de la materia prima utilizada.   

4.3.1.4   Ensayos sensoriales 
 

Se formó un panel semientrenado reducido compuesto por 7 miembros del grupo de 

trabajo que consumen productos panificados, pertenecientes al Instituto de Biotecnología de 

Misiones “María Ebe Reca” de la Facultad de Ciencias Exactas, Químicas y Naturales de la 

Universidad Nacional de Misiones. Se realizaron sesiones en las que se evaluaron los 

panificados que arrojaron mejores resultados en los ensayos físicos y texturales y acordaron 

los descriptores y valores a asignar. Se utilizaron escalas hedónicas de evaluación para 

cuantificar atributos como sabor, aroma, textura y aceptabilidad global de los panes. 

4.3.1.5  Selección de las condiciones óptimas para la elaboración de 

panificados 
 

Se analizaron los datos obtenidos en los ensayos físicos, texturales y sensoriales para 

identificar las concentraciones de enzimas y las materias primas que brindaban los mejores 

resultados en términos de calidad y aceptabilidad. Se identificaron las formulaciones más 

prometedoras para su posterior aplicación en la elaboración de los panificados. 

4.3.2 Elaboración de panificados con xilanasa y lacasa recombinantes 

 

La evaluación integral de las distintas concentraciones de enzimas y materias primas 

utilizados en la elaboración de panificados, brindó información valiosa para mejorar la calidad 

de estos productos y optimizar su producción. Una vez logrado esto, se mantuvieron 
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constantes las cantidades de los productos, las materias primas utilizadas, los moldes, como 

así también los tiempos de amasado y horneado. 

De esta manera, en la elaboración de los panes, se mezclaron en un recipiente 500 g 

de harina (Blancaflor, Bs. As., Arg.) previamente tamizada, 10 g de sal (Celusal, Bs. As., Arg.) y 

5 g de azúcar (Ledesma, Jujuy, Arg.). En un recipiente aparte, se diluyeron 15 g de levadura 

(Levex, Bs. As., Arg.) en 290 mL de agua de canilla tibia. Posteriormente, la preparación de 

levadura se vertió en el recipiente conteniendo la harina y se mezclaron todos los 

ingredientes. A continuación, se añadieron 40 mL de aceite girasol (Cocinero, Bs. As., Arg.)  y 

por último la enzima correspondiente. En el caso de la xilanasa, se la utilizó en concentraciones 

de 3 U, 6 U y 9 U por g de harina, siguiendo lo propuesto por Zhan y col., (2014), y en el caso 

de la enzima lacasa, se utilizaron 1,5 U por g de harina. 

El amasado se realizó a mano durante 20 minutos, hasta obtener una masa suave y 

elástica. Una vez finalizado, se formó un bollo que se colocó nuevamente en el recipiente y se 

cubrió con papel film para evitar que se deshidrate y permitir que fermente adecuadamente. 

Después de ello, se dejó reposar en un lugar cálido (25 ºC) y sin corriente de aire durante 

aproximadamente 1 hora. Una vez que se dio por finalizada la fermentación de la masa, se 

procedió a dividirla en porciones del tamaño deseado para luego colocarlas en los moldes, 

que presentaban un volumen de 100,45 mL (3,5 cm de ancho; 2 cm de frente y 8,2 cm de 

largo). Se empleó una balanza para asegurarse de que cada porción pesara 50 g. Se dejó 

reposar durante 30 min para lograr la redistribución de la masa y que tomara la forma del 

molde antes de ser introducida en el horno. 

  Se elaboró un pan según se describió anteriormente, al cual no se le adicionaron 

ninguna de las dos enzimas estudiadas, al que se denominó “control”. Se compararon los 

resultados obtenidos con y sin adición de enzimas. 
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4.3.2.1 Horneado 
 

Se precalentó el horno a una temperatura de 180 °C. Luego se introdujeron los panes 

moldeados y dejaron durante 45 minutos. Una vez transcurrido dicho tiempo, se retiraron y 

dejaron enfriar durante 1 h para luego realizar las diferentes determinaciones. 

4.3.3  Caracterización de las propiedades fisicoquímicas de los panificados  

4.3.3.1 Medición del volumen específico y pérdida de peso  
 

El volumen específico (VE) de las muestras se determinó a partir de la sustitución de 

semillas de sésamo por el pan, contenidas en un recipiente de volumen conocido (AACC, 

2000).  

VE: volumen de semillas de sésamo en el recipiente – volumen de semillas de sésamo en un 

recipiente con pan / peso de pan. 

La pérdida de peso (PP) del pan se determinó según el método utilizado por Da Mota Zanella 

y col. (2005): 

PP: [(peso de la masa – peso del pan) / peso de la masa] × 100 

Los datos se reportaron como la media de tres mediciones, cada una realizada sobre un pan 

fresco.  

4.3.3.2   Análisis del color 
 

Las coordenadas del color de la corteza y la miga de los panificados, se determinaron 

usando un colorímetro marca HunterLab, modelo Miniscan EZ (Hunter Associates Laboratory, 

Reston, Virginia, USA). El equipo fue estandarizado usando los patrones IP blanco y negro. Las 
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determinaciones se hicieron por triplicado. Para determinar las coordenadas del color de los 

panificados, las muestras se colocaron en una placa de Petri y se cubrieron con film para no 

dañar el colorímetro. El BI se calculó mediante la siguiente fórmula: 

X = (a* + 1,75L*) / (5,645L* + a* − 3,012b*) 

BI = (100(X − 0,31)) / (0,17)  

La diferencia total de color se determinó por la siguiente fórmula: 

 ΔE0 = Diferencia de color = [(L-L0))2 + (a-a0) 2+ (b-b0) 2]½ 

Tomando como referencia el pan control. 

4.3.4   Análisis de imágenes por microscopía electrónica de barrido (SEM) 

 

Los panes elaborados se cortaron en rodajas de 1 cm3 sin dañar la estructura, y se 

liofilizaron durante 24 h. Dichas muestras se montaron sobre una cinta de carbono doble 

colocada sobre un soporte (stap) y se realizó un recubrimiento metálico con partículas de oro 

coloidal. Finalmente, las muestras se examinaron utilizando un microscopio electrónico de 

barrido (MEB, Jeol 5800 LV) que operó a presión variable (entre 60 y 85 Pa) para visualizar la 

estructura de los panes en un rango de magnificaciones entre 50 y 4000 X. 

4.3.5   Humedad 

 

El contenido de humedad de los panificados se determinó mediante una estufa de 

secado. Para ello las muestras se dejaron en ésta a 80 ± 2 °C hasta peso constante. Se utilizó 

una balanza analítica de precisión 0,0001 g para determinar el peso de las muestras antes y 



 

 165 

después de ser colocadas en la estufa. Los datos se presentaron como la media de tres 

mediciones. La fórmula utilizada para calcular este parámetro fue: 

H= Pi- Pf/ Pi x 100 

donde H= Humedad, Pi= peso inicial y Pf= peso final. 

4.3.6   Caracterización de las propiedades texturales de los panificados 

4.3.6.1  TPA 
 

La calidad de la textura de la miga y la corteza se analizaron utilizando un texturómetro 

TAXT2i (Stable Micro Systems, Godalming, Reino Unido). La textura del pan se determinó 

mediante la prueba de dos ciclos de compresión utilizando una celda de carga de 50 kg 

equipada con plato de compresión (P/75). El ensayo se realizó con una fuerza de disparo de 

0,098 N, utilizando un 60% de deformación y un tiempo de espera entre compresiones de 5 s. 

Las muestras se estandarizaron cortando trozos de pan de 2,5 cm de lado. Cada muestra se 

colocó sobre la base y se comprimió dos veces para obtener la curva completa del perfil de 

compresión-relajación-tensión. 

Para cada muestra, se analizaron al menos diez piezas independientes y se informaron 

las desviaciones estándar del valor promedio. Los datos se obtuvieron a partir de las curvas 

utilizando el software Texture Exponent versión 1.22 (Stable Micro Systems).  

Debido a las características de la muestra, los parámetros que se decidieron analizar 

fueron: dureza (N), elasticidad (adimensional), cohesividad (adimensional), gomosidad (N) y 

resiliencia (adimensional) según lo definido por Hleap y Velasco (2010). 
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Se realizó además el análisis de firmeza según el método estandarizado indicado por 

la norma AACC (74-09.01) utilizando la sonda SMS P/75. Para ambas pruebas, las muestras se 

prepararon el mismo día y la corteza se retiró justo antes de la prueba. 

4.3.7 Caracterización de las propiedades sensoriales de los panificados 

4.3.7.1 Participantes 
 

Un total de 129 consumidores participaron en el estudio (89 mujeres y 40 hombres). 

Sus edades estuvieron en el rango de 18 a 53 años. Los participantes son miembros del 

Instituto de Biotecnología de Misiones y estudiantes del segundo año de la cátedra de 

Microbiología y Parasitología perteneciente a la carrera de Licenciatura en Enfermería de la 

UNaM, Argentina. Se trataba de consumidores frecuentes de panificados que presentaban 

habilidad para desenvolverse cómodamente con las planillas digitales. Ninguno de ellos fue 

remunerado.  

El primer encuentro se llevó adelante en la sala de reuniones del Instituto de 

Biotecnología de Misiones Maria Ebe Reca, mientras que el segundo, en el gabinete de la 

cátedra en la escuela de enfermería perteneciente a la FCEQyN. Ambas instituciones se 

encuentran en la ciudad de Posadas, Misiones. La sala de reuniones y el gabinete mencionados 

anteriormente son espacios tranquilos, lo suficientemente amplios para acomodar a los 

participantes de forma cómoda, permiten una circulación fluida y cuentan con una 

iluminación adecuada.  

4.3.7.2   Muestras 
 

En el análisis sensorial se incluyeron 3 panificados elaborados a partir de la enzima 

xilanasa recombinante, en diferentes concentraciones, 1 panificado elaborado a partir de la 
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enzima lacasa recombinante y el control correspondiente. Se sirvieron a cada participante las 

rebanadas de pan codificadas y fueron presentadas en orden aleatorio. Se les ofreció agua 

para limpiar el paladar entre la degustación de cada muestra.  

4.3.7.3   Recolección de datos 
 

La evaluación sensorial se realizó con los panificados elaborados a partir de diferentes 

concentraciones de xilanasa recombinante y con los panificados elaborados a partir de la 

enzima lacasa recombinante. 

Cada panificado contenía su respectivo código de muestra. Se les solicitó 

expresamente a los evaluadores que no fumaran ni ingieran alimentos dentro de los 30 

minutos previos a la sesión, no utilizaran perfumes ni cosméticos y no se comunicaran entre 

ellos durante el desarrollo del ensayo.  

Con el fin de recabar los resultados de la evaluación sensorial de los panificados 

preparados con las enzimas xilanasa y lacasa, los panelistas respondieron cuestionarios 

digitales realizados en Google forms (Fig. 44 A, B y C), donde seleccionaron las características 

y atributos que aplicaban a la muestra que estaban evaluando, utilizando una escala hedónica.  

Además, para realizar una prueba CATA, se les presentó un listado elaborado teniendo 

en cuenta las características del producto previamente seleccionadas (Formulario 4.1 C). En 

este caso, los descriptores fueron: aspecto general del pan, opinión sobre el color de la 

corteza, de la miga, de la blandura, de la dureza y del aroma. No se dieron instrucciones a los 

consumidores sobre el número de bocados que podrían tomar de cada producto para 

responder al cuestionario CATA. 
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C 

 

 

Figura 44: Formulario A) Formulario digital (Google Forms) para evaluadores consumidores panarios. B) 
Formulario digital (Google Forms) para la evaluación sensorial de panificados elaborados a partir de diferentes 

concentraciones de las enzimas xilanasa y lacasa. C) Formulario digital (Google Forms) para CATA de 
panificados elaborados a partir de diferentes concentraciones de las enzimas xilanasa y lacasa. 
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4.3.8 Análisis estadístico  

 

Los datos se procesaron mediante ANOVA con un nivel de significación del 95%. Se 

utilizó el Test LSD para la determinación de grupos homogéneos y el software Statgraphics 

Centurion XVII.  

Se empleó el Test Q de Cochran (Meyners y col., 2013) y el análisis de Bonferroni. El 

Test Q se utilizó inicialmente para determinar si existían diferencias significativas en la 

percepción de los atributos sensoriales por parte de los consumidores. Posteriormente, se 

aplicó el análisis de Bonferroni para identificar las diferencias específicas entre las muestras 

cuando se habían detectado diferencias significativas en el Test Q. 
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4.4 RESULTADOS 
 

 

4.4.1 Selección de la formulación para la elaboración de panificados 

 

En lo que respecta a los ensayos preliminares para la elección de la mejor receta, los 

panificados que resultaron con las mejores características en cuanto a volumen, sabor, aroma, 

textura y aceptabilidad general fueron los que se realizaron con harina tipo 0000 de marca 

Blancaflor, elaborados con aceite girasol de marca Cocinero y con un agregado de agua de 290 

mL. En cuanto a la concentración enzimática, se decidió trabajar con 3, 6 y 9 U de xilanasa y 

1,5 U de lacasa. 
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Sección I: PANIFICADOS ELABORADOS A PARTIR DE 

DIFERENTES CONCENTRACIONES DE LA ENZIMA XILANASA 

RECOMBINANTE 

4.4.2   Caracterización de las propiedades físicas de los panificados  

4.4.2.1   Medición del volumen específico 
 

El volumen específico de los panificados mostró un notorio aumento con el agregado 

de 6 U y 9 U de la enzima xilanasa recombinante, siendo las diferencias encontradas 

estadísticamente significativas (p < 0,05). Por su parte, el porcentaje de pérdida de peso 

disminuyó respecto al control, cuando los panificados fueron tratados con dicha enzima. Estos 

resultados se muestran en la Tabla 6. 

Tabla 6: Volumen específico y porcentaje de pérdida de peso de panificados elaborados a partir de 3, 6 y 9 U de 
xilanasa recombinante (P <0,05). Superíndices iguales indican que no hay diferencias significativas. 

 

Muestra Volumen específico 

(cm3/g) 

Porcentaje de pérdida de peso 

(%) 

Control 1,94 ± 0,09a   16 ± 0,09a 

3 U 2,09 ± 0,1a 14 ± 0,1ab 

6 U 3,24 ± 0,05c 8 ± 0,07c
 

9 U 2,89 ± 0,09b   10 ± 0,09ab 

 

A continuación, en la Fig. 45 A se muestran fotografías de los panes obtenidos, donde 

se distinguen visualmente los cambios de volumen cuantificados cuyos resultados se 
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muestran en la Tabla 6. La muestra elaborada a partir de 6 U de xilanasa presenta vacuolas de 

mayor tamaño que el resto de los panes. 

La microestructura del producto define su apariencia, textura, percepción del sabor y 

estabilidad del producto final (Autio y col, 2001). Esto explica la razón por la que visualmente 

productos basados en materias primas de similares composiciones químicas tienen texturas 

diferentes. En la Fig. 45 B se presentan los resultados del examen por microscopía electrónica 

de barrido, en los cuales se pueden distinguir gránulos de almidón de la masa, gelatinizados 

luego de la cocción, observándose diferencias en la microestructura de cada muestra. 

 

 

Figura 45: A) Fotografías de panificados elaborados a partir de 3, 6 y 9 U de xilanasa recombinante y el control 
sin el agregado de la enzima.  B) Imágenes obtenidas mediante microscopía electrónica de barrido con una 

magnificación de 45X. 

 

4.4.2.2 Color 

Los resultados de las mediciones de color realizadas sobre la corteza, el suelo, los 

laterales y la miga, se presentan en la Tabla 7.  
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Tabla 7:  Valores de color en sistema CIE-L*a*b* obtenidos para la muestra control sin adición de enzima y con 
3, 6 y 9 U de xilanasa recombinante. Valores promedio ±Desvío estándar. Superíndices iguales indican que no 

existen diferencias estadísticamente significativas entre los valores de la misma columna. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

El brillo de la corteza de los panificados, sus laterales y suelo no presentaron 

variaciones notorias respecto del control con el agregado de 3 y 9U de xilanasa. Sin embargo, 

los panes preparados con 6 U mostraron disminuciones significativas en los valores del brillo, 

especialmente en la corteza y el suelo. Con respecto a la miga, se distingue una leve tendencia 

al descenso de los valores del brillo con el aumento de la concentración de enzima adicionada, 

si bien las diferencias encontradas no son significativas. 

L* Corteza Suelo Lateral Miga 

Control 72,22±0,59b 68,38±3,68b 73,35±1,18c 77,08±6,88a 

3 U 74,54±2,13c 68,93±3,24b 69,44±0,34b 73,15±1,72a 

6 U 61,39±3,07a 58,33±2,74a 65,84±1,10a 75,34±2,86a 

9 U 70,87±0,57b 65,67±3,39b 72,53±1,33c 70,88±0,57a 

a*     

Control 5,01±0,68a 4,21±0,23a 0,66±0,17a -1,65±0,55a 

3 U 5,84±0,62a 5,08±2,23ab 2,63±0,98b -0,59±0,07c 

6 U 11,59±0,97 b 9,77±0,71b 8,23±0,25c -0,53±0,11c 

9 U 7,74±0,71c 6,73±1,93c 4,56±1,74b -0,92±0,07b 

b*     

Control 25,67±1,04ab 21,61±2,60a 19,97±1,73a 12,65±0,55a 

3 U 26,33±0,52ab 23,18±2,56a 19,80±1,72a 12,32±0,36a 

6 U 26,64±1,23b 21,92±4,98a 26,71±0,38b 12,82±1,4a 

9 U 23,32±2,33a 22,81±2,10a 19,45±3,99a 12,02±0,66a 



 

 176 

El valor de a* indica que, como era de esperarse, la corteza se encuentra dentro de las 

tonalidades naranjas. La corteza superior, lateral y del suelo de las muestras, mostraron una 

tendencia a aumentar el valor de a* junto con el aumento de la concentración de xilanasa. Sin 

embargo, en la corteza lateral el valor de a* tuvo un incremento más notorio con la 

concentración de 6 U, es decir que se intensificó el color rojo. Este efecto no pudo observarse 

en la miga, donde si bien se observa un descenso en la tonalidad verde (-a*) respecto al control 

con el uso de xilanasa, las concentraciones 3 y 6 U, tuvieron un efecto similar y mayor que el 

agregado de 9 U de xilanasa recombinante a los panificados. El valor de b* no mostró 

tendencias en la corteza o en la miga, esto quiere decir que el color amarillo (+b*) se mantiene 

casi sin modificaciones en las muestras.  

4.4.2.2.1   Parámetros BI, Chroma y Hue de la corteza 
 

En lo que respecta al pardeamiento que se cuantifica por medio del índice BI, se 

observó un incremento en la corteza superior y lateral de los panificados adicionados con la 

enzima xilanasa recombinante comparados con el control, especialmente al adicionar 6 U de 

enzima (Tabla 8). 

Algo similar ocurrió con el chroma, dado que con el agregado de 6 U de enzima se 

observó un aumento en la saturación del color de los panificados. Por el contrario, el agregado 

de 9 U, disminuyó dicho parámetro. 

Por su parte, el parámetro hue disminuyó ligeramente en los panificados en los que se 

añadió la enzima xilanasa, siendo más notorio para los panes elaborados con 6U de xilanasa. 
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Tabla 8: Valores de índice de BI obtenidos a partir de los promedios ± desvío estándar de la sección 4.4.2.2, para 
la corteza superior y lateral, Hue y Chroma. 

 

Muestra BI corteza BI Lateral Hue Chroma 

Control 48,36 31,92 79,87º 26,15 

3 U 49,85 35,88 77,46º 26,88 

6 U 69,86 62,78 65,25º 29,05 

9 U 47,5 35,49 73,83º 24,30 

 

4.4.2.2.2   Diferencia total de color 
 

Al realizar el cálculo de diferencia de color respecto al pan control, se encontró que la 

misma se mantuvo prácticamente invariable para la corteza, suelo y laterales del pan 

adicionado con cantidades crecientes de enzima. Sin embargo, la miga mostró cambios 

importantes aumentando en relación directa con la cantidad adicionada de enzima. 

Tabla 9: Valores de diferencia total de color para las muestras obtenidas a partir de los promedios de la sección 
4.2.2. 

 

Muestras 3 U 6 U 9 U 

ΔE Corteza 2,55 13,57 3,85 

ΔE Suelo/base 4,25 13,84 4,02 

ΔE Lateral 4,38 13,92 4,02 

ΔE Miga 4,08 6,21 8,10 

 

A fin de visualizar los resultados obtenidos, en la Fig. 46 se muestran los colores sólidos 

obtenidos con los parámetros CIE-L*a*b* obtenidos mediante la herramienta online rakko. 
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Figura 46: Color sólido representativo de los valores CIE-L*a*b* promedio obtenido para cada muestra 
analizada. 

 

4.4.2.2.3 Humedad 
 

La Tabla 4.7 presenta los contenidos de humedad de la miga. La adición de 3 U de 

xilanasa no tuvo efecto significativo en el contenido de humedad en comparación con la 

muestra de control, a excepción del pan elaborado con 6 U de enzima el cual redujo un 25% 

su contenido de agua y el pan elaborado con 9 U de xilanasa. 

Tabla 10: Humedad. Valores promedios de 3 muestras 

 

Muestra Humedad 

Control 12,04a 

3 U 11,01a 

6 U 8,98b 

9 U 14,45c 

Control 

3 U 

6 U 

9 U 

Corteza Base Lado Miga 
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4.4.3   Caracterización de las propiedades texturales de los panificados  

4.4.3.1   TPA 
 

En la tabla 11 se muestran los resultados obtenidos durante el ensayo TPA. En la misma se puede 

observar que el agregado de la enzima xilanasa produjo una reducción de la dureza del pan inversamente 

relacionada con la concentración enzimática, tanto es así, que con 3 U disminuyó cerca del 55% del valor original, 

llegando a un 25% para las mayores concentraciones de enzima. Algo similar ocurrió con la masticabilidad que 

disminuyó un 43% para 3 U y finalizó con un 32% del valor inicial. 

Tabla 11: Parámetros obtenidos mediante la prueba de TPA sobre panificados elaborados a partir de diferentes 
concentraciones de xilanasa recombinante.  Valores promedio ± desvío estándar. Hay diferencias significativas 

entre los valores que comparten distinto superíndice. 
 

 Dureza * (N) Elasticidad * Cohesividad 

* 

Masticabilida

d 

Resiliencia 

Control 39,32±5,02 c 0,68±0,03 a 0,53 ±0,03 a 14,17 ±1,73 e 0,21± 0,01 a 

3 U 17,65±2,04 b 0,80±0,05 b 0,59 ±0,03 b 8,19 ±0,75d 0,24± 0,02 b 

6 U 11,56±1,75 a 0,86±0,03bcd 0,61 ±0,03 b 5,99± 0,77bc 0,26± 0,02 b 

9 U 9,91±1,87a 0,85±0,03bc 0,64 ±0,04 c 5,43±1,17 b 0,25 ±0,02 b 

 

Por otra parte, si bien se observó un incremento superior al 18% en la elasticidad de 

los panificados elaborados con xilanasa recombinante, las diferentes concentraciones de 

dicha enzima no arrojaron diferencias significativas entre ellas (p < 0,05). 

La cohesividad del producto aumentó con el incremento de la concentración de la 

enzima. En este sentido, el agregado de 3 y 6 U de xilanasa resultó estadísticamente igual y 

con un incremento del orden de 11-15%, mientras que el agregado de 9 U de la enzima 

aumentó un 20% en este parámetro. 
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Sin embargo, la masticabilidad disminuyó con el agregado de diferentes 

concentraciones de xilanasa, con pérdidas del 42 y 62% de la masticabilidad para los 

panificados adicionados de 3 U y 9 U de enzima respectivamente. 

Al evaluar la resiliencia, se observaron diferencias del 14% entre el control y las 

diferentes concentraciones de xilanasa, aunque el agregado de 3U, 6U y 9U se mostró 

estadísticamente igual para este parámetro. 

4.4.3.2 Firmeza 

Al efectuar el análisis de firmeza según la norma AACC (74-09.01) se obtuvieron los 

resultados que se presentan en la Tabla 12. En ella se distingue una disminución significativa 

del 37 al 60% en la firmeza de los panificados elaborados con 3 U y 9 U de enzima 

respectivamente. 

Tabla 12: Valores obtenidos a partir del ensayo de firmeza realizado sobre panificados elaborados a partir de 3, 
6 y 9 U de la enzima xilanasa recombinante. Valores promedio ± Desvío estándar. Hay diferencias significativas 

entre los valores que comparten distinto superíndice. 
 

 

 

 

 

 

4.4.4   Caracterización de las propiedades sensoriales de los panificados  

4.4.4.1   Evaluación sensorial 
 

Muestra Firmeza (gf) 

Control 341,65±75,60d  

3 U 216,43±29,56c 

6 U 136,73±30,31b  

9 U 138,83±30,22b  
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Los evaluadores que realizaron el análisis sensorial de los panificados elaborados con 

diferentes concentraciones de xilanasa recombinante, puntuaron diferentes descriptores 

según sus preferencias. De este modo, al analizar los valores promedio de los atributos 

sensoriales en relación con los diferentes niveles de adición de la enzima se determinó el 

efecto de su agregado en la calidad sensorial de los panificados. Se tuvo en cuenta el aspecto 

general, color de la corteza y de la miga, sabor, blandura, dureza y aroma.  

En este sentido, se observa que la concentración de 6 U de xilanasa obtuvo la 

puntuación más alta en el aspecto general del pan alcanzando valores promedio de 4,18, 

superiores al límite de aceptación establecido. Esto pone en evidencia la mejora perceptible 

en la apariencia en comparación con el control y las concentraciones de 3 y 9 U. En cuanto al 

color de la corteza, la concentración de 3 U de xilanasa mostró el mayor puntaje, de 4,00 

sugiriendo que esta concentración puede contribuir a que resulte una corteza más atractiva 

en comparación con las demás concentraciones y el pan control. Aun así, los puntajes de dicho 

atributo del resto de los panes evaluados adicionados de xilanasa siempre superaron el valor 

de 3. En lo que respecta al color de la miga, no se observaron diferencias significativas entre 

los diferentes niveles de adición de xilanasa y el control, siendo en todos los casos mayores a 

3,12. Por otra parte, los resultados indican que las concentraciones de 6 U y 9 U de xilanasa 

resultaron en una mejora notable en el sabor y la blandura, con puntajes superiores a 4,42, 

no habiendo diferencias significativas entre ambos niveles de adición. La concentración de 6 

U de xilanasa también mostró la más alta puntuación en los parámetros de dureza y aroma, 
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4,71 y 4,36, mientras el resto de los panes recibieron puntajes por debajo de 4. Los resultados 

obtenidos se pueden visualizar en la Fig. 47. 

 
Figura 47: Resultados del análisis sensorial de panificados elaborados con 3, 6, 9 U de xilanasa y el pan control. 

 

4.4.4.1.1   CATA 
 

Cuando se realizó el test CATA y sus resultados fueron analizados aplicando la prueba 

Q de Cochran y post test de Bonferroni (alfa = 0,05) se observó que, según las frecuencias de 

mención de las características, los panes elaborados con 6 U de xilanasa recibieron una 

cantidad de menciones acerca de la percepción de sabor artificial significativamente menor 

en comparación con el resto. Sin embargo, se tuvo el mayor número de menciones respecto 

del sabor intenso y el sabor persistente para 3 U y 6 U de xilanasa que las correspondientes a 

9 U y el control. La percepción de sabor a cocido fue altamente significativa para panes con 6 

U y 9 U de enzima adicionada a diferencia de lo observado para 3 U y el control. La mayor 
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percepción de un aroma agradable lo tuvieron los evaluadores para panificados elaborados 

con 9 U de xilanasa, en tanto los adicionados con 6 U recibieron un número significativamente 

menor de menciones al igual que en la percepción del color suave. Por otra parte, ninguno de 

los evaluadores detectó sabores o aromas desagradables en los panificados. Los resultados 

obtenidos se muestran en la figura 48. 

Figura 48: Gráfico de frecuencias para los descriptores color suave, sabor artificial, sabor intenso, sabor a 
cocido, sabor persistente, sabor desagradable, aroma agradable y aroma no agradable. 
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Sección II: PANIFICADOS ELABORADOS A PARTIR DE LA 

ENZIMA LACASA RECOMBINANTE 

4.4.5 Caracterización de las propiedades físicas de los panificados  

4.4.5.1 Medición del volumen específico 
 

El volumen específico del panificado elaborado con la adición de 1,5 U de la enzima 

lacasa recombinante, mostró un aumento significativo respecto al control sin la adición de la 

enzima (Tabla 13). Esto es coincidente con las diferencias en el volumen que se distinguen 

visualmente en la Fig. 49 A, observándose un mayor tamaño de vacuolas. Asimismo, se 

determinó una disminución del 37% en la pérdida de peso del pan elaborado con lacasa 

recombinante. 

Tabla 13: Volumen específico y porcentaje de pérdida de peso de panificados elaborados a partir de 1,5 U de 
lacasa recombinante (P < 0,05). 

Muestra Volumen específico 

(cm3/g) 

Porcentaje de pérdida de peso 

(%) 

Control 1,94 ± 0,09a 16 ± 0,09a 

1,5 U 3,07 ± 0,08b  10,13 ± 2,03b  

 

En la Fig. 49 B, se muestran los resultados del examen por microscopía electrónica de 

barrido. En la muestra elaborada a partir de 1,5 U de lacasa, se observaron gránulos de 

almidón gelatinizados.  
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 Figura 49: A) Fotografías de panificados elaborados a partir 1,5 U de lacasa recombinante y el control 
correspondiente. B) Imágenes obtenidas mediante microscopía electrónica de barrido con una magnificación de 

45X.  

 

Las mediciones del color de los panificados se hicieron sobre la corteza y la miga de 

éstos (Tabla 14). En relación al valor de L* (brillo), se pudo observar que los panificados 

elaborados con 1,5 U de lacasa presentaron un mayor brillo en comparación con el control en 

la miga principalmente. En cuanto al valor de a* (tono rojo-verde), se apreció que los 

panificados elaborados con la enzima lacasa tuvieron un tono ligeramente más rojizo en la 

corteza en comparación con el control. También para la miga se observan diferencias 

significativas en las tonalidades rojo-verde entre ambos tratamientos, tendiendo hacia valores 

menos verdosos para los panificados con enzimas. Por último, en relación al valor de b* (tono 
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amarillo-azul), se observó que los panificados elaborados con 1,5 U de lacasa no presentaron 

diferencias significativas en la corteza ni en la miga respecto al control.  

Tabla 14: Valores de color en sistema CIE-L*a*b* obtenidos para la muestra control y con la adición de 1,5 U de 
la enzima lacasa recombinante. Valores promedio ± desvío estándar. Superíndices iguales indican que no 

existen diferencias estadísticamente significativas entre los valores de la misma columna. 
 

L* Corteza Miga 

Control 72,22 ± 0,59b 77,08 ± 6,88b 

1,5 U 75,91 ± 0,39c 87,84 ± 3,25a 

a*   

Control 9,01 ± 0,68a -1,65 ± 0,55a 

1,5 U 15,11 ± 2,62b -0,89 ± 1,01c 

b*   

Control 25,67 ± 1,04ab 12,65 ± 0,55a 

1,5 U 29,41 ± 1,57ab 13,12 ± 0,05a 

 

 

4.4.5.1.1  Valores BI, Hue y Chroma de la corteza 
 

Los panificados elaborados con la enzima lacasa recombinante presentaron un mayor 

pardeamiento, evidenciado en el aumento del BI en comparación al control (Tabla 15). Por su 

parte, los valores de Hue y Chroma no presentaron diferencias significativas. 
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Tabla 15: Valores de BI promedio, Hue y Chroma para la corteza de los panificados con y sin lacasa adicionada 

 

Muestra BI Corteza Hue Chroma 

Control 48,36 79,87 º 26,15 

1,5 U 62,35 77,98 º 27,09 

 

4.4.5.1.2  Diferencia total de color entre las muestras  

La diferencia total de color entre el panificado con y sin enzima adicionada para la 

corteza y la miga se muestran en la Tabla 16. Los valores obtenidos se corresponden con 

diferencias de color perceptibles según la escala propuesta por Limbo y col. (2006). 

Tabla 16: Valores de diferencia total de color para la corteza y miga del panificado elaborado con lacasa 
recombinante obtenidos a partir de los promedios de la sección 4.10. 

Muestra 1,5 U 

ΔE Corteza 4,43 

ΔE Miga 3,97 

A fin de visualizar estos resultados, en la Fig. 50 se muestran los colores sólidos 

obtenidos con los parámetros CIE-L*a*b* obtenidos haciendo uso de rakko, disponible online 

(https://es.rakko.tools/). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 50: Color sólido representativo de los valores CIE-L*a*b* promedio obtenido para cada muestra 

analizada. 

Control 

Corteza Miga 

1.5 U 

https://es.rakko.tools/
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4.4.5.1.3 Humedad 

La Tabla 4.15 presenta los contenidos de humedad de la miga, en la que se puede 

observar que la adición lacasa no tuvo un efecto significativo en este parámetro en 

comparación con la muestra de control. 

Tabla 17: Humedad de panes control y adicionados de lacasa.  
Valores promedios obtenidos de 3 muestras. 

 

Muestra Humedad 

Control 12,04 ± 0,87 

1,5 U 11,85 ± 1,29 

4.4.6   Caracterización de las propiedades texturales de los panificados  

4.4.6.1   TPA 
 

En términos de dureza y resiliencia, los panificados adicionados con 1,5 U de lacasa 

presentaron una reducción significativa de estos parámetros en orden del 63 y 20% 

respectivamente en comparación con el control. Por otra parte, no se observaron diferencias 

en los parámetros de elasticidad, cohesividad y masticabilidad (Tabla 18). 

Tabla 18: Parámetros obtenidos mediante la prueba de TPA sobre panificados elaborados a partir de 1,5 U de 
lacasa recombinante.  Valores promedio ± desvío estándar. 

 

 Dureza * (N) Elasticidad 

* 

Cohesividad 

* 

Masticabilidad Resiliencia 

Control 39,32±5,02 c 0,68±0,03 a 0,53 ±0,03 a 14,17 ±1,73 e 0,21± 0,01 a 

1,5 U 14,50±2,65 a 0,62±0,06 a 0,45±0,07 a 4,57±0,82 a 0,17±0,04 b 
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4.4.6.2 Firmeza 

 

Con respecto a la firmeza, la adición de lacasa a los panificados disminuyó un 65% de 

su firmeza, valores muy próximos a los cambios observados para el parámetro de dureza 

(Tabla 19).  

Tabla 19: Valores obtenidos a partir del ensayo de firmeza realizado sobre panificados elaborados a partir de 
1,5 U de la enzima lacasa. 

 

Muestra Firmeza (gf) 

Control 341,65±75,60 d 

1,5 U 120,76 ± 23,3 a 

 

4.4.7 Caracterización de las propiedades sensoriales de los panificados 

4.4.7.1 Evaluación sensorial 
 

Los evaluadores que realizaron el análisis sensorial de los panificados elaborados con 

1,5 U de lacasa recombinante, puntuaron los diferentes descriptores según sus preferencias. 

Al analizar los valores promedio de los atributos sensoriales en relación con la adición de la 

enzima, se determinó el efecto de su agregado en la calidad sensorial de los panificados. Se 

tuvo en cuenta el aspecto general, color de la corteza y de la miga, sabor, blandura, dureza y 

aroma.  

Se observó que el pan elaborado con la enzima recombinante obtuvo la puntuación 

más alta en el aspecto general del pan alcanzando valores promedio de 4,76 superiores al 

límite de aceptación establecido. Esto pone en evidencia la mejora perceptible en la apariencia 

en comparación con el control. Los puntajes obtenidos para color de la corteza, color de la 

miga, sabor y blandura, no presentaron diferencias significativas entre los panificados 
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elaborados con la enzima lacasa y el control y en todos los casos superó el límite inferior de 3, 

salvo para el color de la corteza del pan control que alcanzó valores de 2,91. Si bien el pan 

elaborado con la enzima lacasa obtuvo una puntuación ligeramente inferior para el aroma en 

comparación con el grupo de control, ésta se encontró por encima del límite de aceptación 

establecido. Los resultados obtenidos se muestran en la figura 51. 

 

Figura 51: Resultados del análisis sensorial de panificados elaborados con 1,5 U de la enzima lacasa 
recombinante y control. 

4.4.7.2  CATA 
 

Cuando se realizó el test CATA y sus resultados fueron analizados aplicando la prueba 

Q de Cochran y post test de Bonferroni (alfa = 0,05) se observó que, según las frecuencias de 

mención de las características, los panificados elaborados con 1,5 U de lacasa tuvieron un 

mayor número de menciones para los atributos sabor intenso y a cocido y las frecuencias de 

mención para persistencia de sabor, color y aroma, fueron más altas para los panificados 

controles. El sabor artificial fue evaluado de la misma manera en ambos panificados. Por su 
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parte, ninguno de los evaluadores detectó sabores o aromas desagradables en los panificados. 

Estos resultados se muestran en la figura 52. 

Figura 52: Gráfico de frecuencias para los descriptores color suave, sabor artificial, sabor intenso, sabor a 
cocido, sabor persistente, sabor desagradable, aroma agradable y aroma no agradable
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4.5 DISCUSIÓN 
 

En los últimos años, xilanasas y lacasas han atraído la atención en las industrias de 

alimentos y bebidas con el fin de ser utilizadas para realizar productos de alta calidad (Cândida 

de Queiroz Brito Cunha y col., 2018; Mayolo-Deloisa y col., 2020). Las enzimas microbianas 

desempeñan un papel importante en la industria alimentaria porque son más estables que las 

enzimas vegetales y animales (Raveendran y col., 2018).  

4.5.1 Selección de la formulación para la elaboración de panificados 

 

La etapa de selección de la receta de panificación involucró una evaluación completa 

de diversos factores, incluyendo la elección de harina, tipo de aceite y nivel de hidratación. 

Estos componentes son cruciales en la determinación de la textura, volumen, sabor y aroma 

de los panificados (Baire y col., 2018). La variedad de combinaciones ensayadas permitió 

explorar la interacción entre los ingredientes y ajustar las formulaciones para obtener 

productos con mejores características. La inclusión de ensayos sensoriales con un panel semi 

entrenado añadió una dimensión importante a la evaluación de las formulaciones. En este 

sentido, el análisis de atributos como el sabor, aroma, textura y aceptabilidad general permitió 

al panel semi entrenado validar la calidad sensorial de los panificados. 

4.5.2 Propiedades físicas de los panificados  

4.5.2.1 Volumen 
 

El volumen específico de los panificados es uno de los parámetros más importantes 

que influyen en la calidad de estos productos (Nieter y col., 2016). En este trabajo, se observó 
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que los panificados elaborados con las enzimas xilanasa y lacasa recombinantes, aumentaron 

significativamente su volumen.  

En este sentido, en las imágenes por microscopía se puede ver que la muestra 

elaborada a partir de 6 U de xilanasa presenta una mayor cantidad de vacuolas, lo que podría 

explicar el aumento en el volumen de los panificados elaborados a partir de dicha 

concentración de la enzima (Kim y col., 2001). 

Las xilanasas tienen influencia en la capacidad de retención de gases de la masa de 

trigo y estabilizar su estructura. Zhan y col., (2014) observaron que los panificados 

aumentaban su volumen cuando eran suplementados con xilanasas recombinantes. Según 

nuestros resultados, la cantidad óptima de xilanasa fue 6 U, dado que con 9 U disminuyó el 

volumen de los panificados. Resultados similares se obtuvieron por Dornez y col., (2011), 

quienes además explicaron que un exceso en cuanto a la cantidad de esta enzima, tendría un 

efecto negativo en la manejabilidad de la masa. En este sentido, la optimización de la 

concentración de xilanasa podría ser importante para lograr el equilibrio deseado entre las 

propiedades del producto final y las preferencias sensoriales.  

En el caso de la enzima lacasa, se ha informado que su adición a la masa provoca un 

efecto oxidante que mejora la resistencia de las estructuras del gluten y los productos 

horneados, aumentando así su volumen (Brijwani y col., 2010). En concordancia con nuestros 

hallazgos, Flander y col. (2008) reportaron un incremento en el volumen del pan usando lacasa 

en masas de avena y trigo y Ayala Soto y col. (2017) observaron un aumento del volumen en 

panificados libres de gluten como consecuencia de la adición de la enzima lacasa. Las 

imágenes obtenidas por microscopía de los panificados elaborados con 1,5 U de lacasa, 

muestran gránulos de almidón gelatinizados y una mayor cantidad de vacuolas, esto podría 

explicar, según Kim y col., (2001) el aumento en el volumen de los panificados elaborados con 
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dicha enzima. En este caso, la acción de la lacasa en la masa de pan está relacionada 

principalmente con la oxidación de compuestos fenólicos y las reacciones de polimerización 

que resultan de esta oxidación. 

4.5.2.2 Color 
 

La industria de los alimentos experimenta constantemente desafíos relacionados con 

la calidad y la seguridad de los productos. Entre estos, uno de los aspectos más importantes 

que se deben abordar es el cambio en el color de los alimentos durante el procesamiento y el 

almacenamiento, ya que puede afectar su aceptabilidad y la percepción sensorial por parte 

de los consumidores. En este sentido, el color de la corteza y la miga es un atributo importante 

del pan, que contribuye a la preferencia del consumidor (Seke, 2018). 

Tras la liberación de xilosa a mediante el uso de xilanasa, se observó un aumento en 

los valores de a*, BI, y L*, contrariamente, los valores de b* no aumentaron. Por su parte, la 

adición de la enzima lacasa resultó en una coloración con menos tonos rojos (a*) y más brillo 

(L*), y se conservaron los tonos amarillos de la corteza (b*). En general, el pan con 

hidrocoloide añadido muestra una corteza más ligera (Culetu y col., 2021). De esta manera, 

los resultados observados al añadir tanto la enzima xilanasa como la enzima lacasa, 

relacionados a un aumento en las tonalidades marrones, puede atribuirse a un aumento de 

azúcares reductores producto de la acción de las enzimas, favoreciendo la reacción de 

Maillard (Wu y col., 2018) durante el proceso de cocción. 

En lo que respecta a la diferencia de color en los panificados, para la enzima xilanasa 

se observó que los valores de ΔE en la corteza, suelo/base y lateral son significativamente más 

altos en la muestra con 6 U de enzima en comparación con las otras dos muestras (3 U y 9 U). 

De esta manera puede decirse que es conveniente encontrar el nivel adecuado de enzima para 
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lograr el equilibrio entre la mejora de las propiedades del pan y la apariencia visual del 

producto final. 

En lo que respecta a la enzima lacasa, los valores de ΔE indican que hay una diferencia 

perceptible en el color entre las muestras de panificados con 1,5 U de esta enzima y las 

muestras sin ella. La corteza experimentó un cambio de color ligeramente mayor que la miga, 

lo que podría estar relacionado con la acción de la lacasa en la oxidación de compuestos 

fenólicos en la superficie del pan. Este tipo de análisis es importante para asegurar la calidad 

de los productos alimentarios. 

4.5.3 Humedad 

 

El contenido de humedad final de los panificados depende de la absorción de agua 

durante la preparación de la masa y la pérdida de agua durante la cocción. La morfología de 

la miga, también afecta fuertemente la tasa de transporte de agua (Krupa Kozak y col., 2012). 

Un exceso de humedad en los panificados podría propiciar el crecimiento de moho. Por el 

contrario, un contenido de humedad deficiente, puede hacer que el producto se torne seco y 

quebradizo.  

En este trabajo, el agregado de las enzimas xilanasas y lacasas no tuvo un efecto 

significativo en cuanto al contenido de humedad en comparación con la muestra control. El 

agregado de dichas enzimas tiene un efecto notorio en la mejora de la calidad de la masa y la 

estructura del pan sin detectarse modificaciones en el contenido de agua del producto (O’Shea 

y col., 2016; Serventi y col., 2016).  Para aumentar significativamente el contenido de 

humedad en un panificado, es más efectivo utilizar ingredientes con mayor capacidad de 

retener agua como emulsificantes o grasas (Tebben y col., 2018). 
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Por su parte, la pérdida de peso en los panificados está relacionada con el contenido 

de humedad inicial, ya que el horneado implica la evaporación del agua presente en la masa. 

La humedad juega un papel clave en la textura y la apariencia de los productos de panificación 

y puede influir en su calidad durante el almacenamiento. 

4.5.4 Propiedades texturales de los panificados  

 

La enzima xilanasa es ampliamente utilizada en la industria de la panificación para 

mejorar la calidad de panificados (Fernandes de Souza y col., 2022). Esta enzima es capaz de 

hidrolizar las hemicelulosas presentes en la pared celular de los granos de cereales como el 

trigo (Tebben y col., 2018). A partir de los arabinoxilanos presentes en las hemicelulosas, se 

forman moléculas de menor tamaño molecular con menor capacidad de retención del agua, 

minimizando su competencia con el gluten para retener el agua y la interferencia en la 

formación de la red del gluten durante el mezclado de la masa. Autio (2006) había propuesto 

que la fracción de arabinoxilanos no extraíble interfiere en la formación del gluten, formando 

intrusiones en las paredes celulares alrededor de las moléculas de gas formadas durante el 

proceso de fermentación. 

En el presente trabajo, la aplicación de una xilanasa recombinante ha mostrado 

resultados prometedores: tuvo un efecto significativo reduciendo significativamente los 

parámetros de dureza y masticabilidad. La acción de la xilanasa en la hidrólisis de las 

hemicelulosas de la pared celular del trigo resulta en la ruptura de enlaces cruzados que se 

forman durante la formación de la red de gluten. Esta ruptura permite una disminución en la 

fuerza de la red, lo que se traduce en una reducción en la dureza del pan (Li y col., 2022). Por 

su parte, un aumento en la cohesividad en panes resulta significativo para el consumidor ya 

que resistirá mayores tensiones sin desgranarse, resultando panes más palatables y 
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permitiendo una mejor manipulación durante la preparación de los alimentos. Hallazgos 

relacionados a los parámetros de dureza y masticabilidad, fueron reportados recientemente 

por Li y col., (2022) quienes utilizaron una xilanasa GH8 para mejorar las propiedades de 

panificados. Sin embargo, estos autores reportaron un aumento en la resiliencia, cohesividad 

y elasticidad de los panificados y contrariamente a los resultados obtenidos en el presente 

trabajo, no se observaron variaciones para dichos parámetros. 

El gluten es una red proteica elástica que le da al pan su estructura y elasticidad 

característica. La dureza y la masticabilidad están influenciadas principalmente por la 

formación de redes de gluten durante la fermentación y el horneado. Mediante la adición de 

la enzima lacasa, se observó una disminución significativa de la dureza y la masticabilidad. En 

concordancia con nuestros hallazgos, Serventi y col. (2016) informaron que la enzima lacasa 

condujo a una textura más suave y una disminución de la dureza en la calidad de panes 

elaborados a partir de harinas de trigo y mandioca, probablemente como resultado de la 

oxidación de polifenoles y/o arabinoxilanos. La reducción de la dureza implica un pan de miga 

más blando, generalmente más agradable al paladar del consumidor. Estos efectos de la 

enzima sobre los panificados pueden deberse principalmente al entrecruzamiento de las 

fracciones de gliadinas por la oxidación de tirosina triptófano y cisteína (Mattinen y col., 2006; 

Selinheimo y col., 2007), lo que generaría una mejor absorción y distribución del agua en la 

masa con una consecuente mejora en la estructura de la miga. Por otra parte, no se 

observaron efectos significativos sobre la elasticidad, la cohesividad y resiliencia mediante el 

agregado de la enzima lacasa. En este sentido, Caballero y col. (2007), reportaron que la 

enzima lacasa no tuvo una influencia significativa sobre las propiedades texturales de los 

panificados. 
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En lo que respecta a la firmeza del panificado, la adición durante el proceso de 

elaboración de ambas enzimas, xilanasa y lacasa, tuvo efectos notorios en este parámetro. Las 

reducciones de la firmeza observadas superaron el 37% para 3 U de xilanasa, y prácticamente 

se duplicaron cuando se utilizaron mayores concentraciones de xilanasa y lacasa, siendo estos 

resultados muy similares entre sí. Esto nos está indicando que la adición de enzimas afecta la 

estructura interna del pan. 

4.5.5 Propiedades sensoriales de los panificados  

 

Al analizar la aceptación de los panificados, se observó que las formulaciones con el 

agregado de la enzima xilanasa tuvo un impacto en las propiedades sensoriales. Al igual que 

los resultados obtenidos en el presente trabajo, Driss y col. (2012), utilizaron la enzima 

xilanasa GH11 purificada de Penicillium occitanis, como aditivo durante la mezcla de harinas 

de trigo y observaron mejoras significativas en las propiedades sensoriales y texturales de 

panificados. Los resultados obtenidos en la presente tesis, sugieren que la concentración de 6 

U de xilanasa podría ser la más adecuada para mejorar la calidad sensorial del pan en términos 

de aspecto, color de la corteza, sabor, blandura y aroma. Estos hallazgos podrían ser de 

relevancia en la industria de la panificación para la optimización de productos con base en la 

acción de la xilanasa.  

Por su parte, Vega Castro y col. (2015) demostraron mediante un análisis sensorial que 

no había diferencias significativas en los panificados elaborados con las enzimas lacasa y 

xilanasa respecto al control. En el presente trabajo, la adición de 1,5 U de lacasa en la 

formulación de panificados parece tener un impacto positivo en el aspecto general del pan sin 

afectar significativamente el sabor, la textura o el color de la miga, y aunque no se observaron 

diferencias estadísticamente significativas en varios atributos, se observaron tendencias hacia 
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una corteza de color ligeramente mejorado, mayor blandura y menor dureza en el pan con 

lacasa.
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4.6 CONCLUSIONES 
 

En el presente estudio, se evaluó el impacto de la enzima xilanasa en los panificados 

elaborados con harina de trigo. Los resultados obtenidos revelaron cambios significativos en 

diversas propiedades de los panificados en relación con la concentración de la enzima 

utilizada. En este sentido, la incorporación de la enzima recombinante influye en las 

propiedades físicas, texturales y sensoriales de panificados elaborados con harina de trigo. 

Estos hallazgos sugieren que la xilanasa puede tener un efecto positivo en la expansión de la 

masa, y la textura de los panificados. 

La incorporación de 6 y 9 U de la enzima xilanasa y de 1,5 U de la enzima lacasa en 

panificados a base de harina de trigo, mostró que esta enzima mejora propiedades físicas 

como el volumen disminuyendo la dureza y masticabilidad. 

Este abordaje interdisciplinario que abarca la ingeniería genética aplicada en alimentos 

y la química, busca contribuir al conocimiento en la industria alimentaria al explorar y detallar 

los efectos de las enzimas recombinantes en los panificados, aportando conocimientos 

valiosos para la mejora de la calidad estos productos. 
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5 CONCLUSIONES GENERALES 

En este trabajo, la enzima xilanasa recombinante obtenida a partir de un hongo 

autóctono de la provincia de Misiones, representa una herramienta prometedora para 

mejorar la calidad de los panificados, especialmente en términos de textura y estructura. Los 

beneficios observados en la disminución de la dureza y masticabilidad, y el aumento en la 

elasticidad y cohesividad, destacan la importancia de esta enzima en la industria de la 

panificación y abren oportunidades para la creación de productos de mayor calidad y 

aceptación por parte de los consumidores.  

En lo que respecta a lacasa, este es el primer estudio que utiliza una enzima lacasa 

recombinante fúngica para mejorar la calidad de panificados. 

Para poder utilizar estas enzimas industrialmente, se debe tener en cuenta su 

actividad. Si la actividad enzimática es alta, provocaría una hidrólisis muy extensa, dificultando 

el manejo de la masa. Además, deben reunir las condiciones de seguridad y cumplir con las 

normativas vigentes. 

De esta manera, con un enfoque continuo en la investigación y la optimización de sus 

aplicaciones, las enzimas xilanasa y lacasa podrían convertirse en valiosas aliadas para la 

mejora de la industria de la panificación a nivel global. 
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6 PERSPECTIVAS FUTURAS 

La aplicación de xilanasa en la panificación puede tener beneficios adicionales, como 

la mejora de la digestibilidad, lo que podría abordarse en futuras investigaciones para 

maximizar los beneficios en la utilización de esta enzima y asegurar la estabilidad y calidad de 

los productos finales. 

Partiendo de la base que una miga más suave y elástica podría retener la frescura 

durante más tiempo, como proyección a estos conocimientos, nos proponemos estudiar la 

influencia de las enzimas recombinantes xilanasa y lacasa en la vida útil de los panificados. 

Asimismo, xilanasas y lacasas purificadas, obtenidas en la presente tesis, presentan un 

amplio espectro de aplicaciones más allá de la elaboración de productos panificados, siendo 

útiles en áreas tan diversas como la producción de etanol, la industria papelera, el tratamiento 

de efluentes. De esta manera la versatilidad y capacidad para catalizar reacciones, convierten 

a estas enzimas recombinantes en herramientas prometedoras para diversas industrias y 

procesos biotecnológicos, contribuyendo así al desarrollo sostenible y la innovación. 
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