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RESUMEN

Para pitaya amarilla (Acanthocereus pitajaya) se ha encontrado que el ablandamiento
excesivo de la cascara contribuye al deterioro del fruto, al aplicar diferentes técnicas de
conservacién en fresco. Dado que tanto la celulasa como la xilanasa se han vinculado
con el ablandamiento de la cascara de frutos, este trabajo se basé en la bisqueda de
las mejores condiciones de extraccién y medida de actividad de celulasa y xilanasa. El
mejor sistema de extraccién fue buffer fosfato 20 mM, NaCl 0,5 M, pH 7,0. Para la
medida de actividad de celulasa es necesario incubar durante 60 min a 37 °C, con un
volumen de extracto enzimdtico crudo de 30 pL, empleando buffer acetato 100 mM a
pH 5,0; los valores de constante aparente de Michaelis Menten (K, aparente) y
velocidad maxima (Vi) fueron 0,279 mg/mL y 0,00014 nmol glucosa/min,
respectivamente. Para determinar la actividad de xilanasa se establecieron 15 min de
tiempo de incuba-cién, a 50 °C, empleando 30 pL de extracto enzimético crudo a pH
4,0 (buffer acetato 100 mM); los valores de KM aparente y V,,« para xilanasa fueron
0,073 mg/mLy 0,0011 nmol glucosa/min, respectivamente.

Palabras clave: celulasa, xilanasa, pitaya amarilla, Acanthocereus pitajaya, ablandamiento.
ABSTRACT

By applying different conservation techniques on yellow pitaya fruit (Acanthocereus

pitajaya) it has been found that excessive softening of the peel contributes to the

deterioration of the fruit. Due to that both cellulase and xylanase have been related to
the softening of the fruit’s peel; this work was based on the search of the best conditions
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not only for the extraction, but also for the activity measurement of both cellulase and
xylanase. The best extraction system for both enzymes was 20 mM buffer phosphate, 0.5
M NaCl, pH 7.0. For the cellulase activity measurement it was necessary to incubate
during 60 min at 37 °C, with a volume of raw enzymatic extract of 30 pL, using buffer
acetate 100 mM at pH 5,0; the values of apparent KM and V,x were 0.279 mg/mL and
0.00014 nmol glucose/min, respectively. To determine the xylanase activity it was
necessary to incubate during 15 min, at 50 °C, using 30 pL of raw enzymatic extract at
pH 4.0 with 100 mM buffer acetate; the values of apparent K, and V, for this enzyme
were 0.073 mg/mL and 0.0011 nmol glucose/min, respectively.

Key words: Cellulase, xylanase, yellow pitaya, Acanthocereus pitajaya, softening.
INTRODUCCION

Durante la etapa de maduracién, los frutos climatéricos son susceptibles a cambios
que involucran el ablandamiento de la corteza, disminucién de la viscosidad y pérdida
de rigidez en la pared celular. Las sustancias encargadas de la rigidez son princi-
palmente carbohidratos como celulosa, hemicelulosa, pectina y polimeros fendlicos
como la lignina (Fennema, 1996). Es por ello, que cuando el fruto se encuentra en las
fases de maduracién y senescencia, es recurrente la descompartimentalizacién de la
pared celular primaria y la estructura de la ldmina media, ocasionados por la accién
de enzimas tipo hidrolasas tales como pectinesterasa, poligalacturonasa, celulasa y
xilanasa, entre otras; las cuales hidrolizan el 4cido poligalacturénico, la celulosa y la
hemicelulosa, respectivamente, incidiendo en la calidad fisico-quimica y sensorial de
los frutos. Dentro del amplio grupo de frutos climatéricos se encuentra la pitaya
amarilla (Acanthocereus pitajaya), catalogada como fruta exdtica, muy apetecida para su
consumo en diversos paises del mundo, gracias a su sabor, aroma y propiedades como
alimento funcional (Montoya, 1990). Sin embargo, su tiempo de vida dtil es corto
debido a los diferentes procesos bioquimicos que se suceden luego de la cosecha, oca-
sionando una disminucién en la calidad. Debido a que el ablandamiento excesivo,
evidenciado principalmente en la corteza, incide de manera negativa en el tiempo de
vida (til, en el presente trabajo se evaluaron las mejores condiciones de extraccién y de
medida de actividad de celulasa y xilanasa en dicha fruta. Con esta informacién se es-
pera disponer, para futuros trabajos, de una metodologia adecuada de extraccién y
medida de actividad de celulasa y xilanasa que permita evaluar su papel en el ablan-
damiento de la corteza de pitaya amarilla.

MATERIALES Y METODOS

MATERIAL VEGETAL

Se emplearon las cortezas de pitaya amarilla adquiridas en la ciudad de Bogotd, en
condiciones éptimas de madurez sensorial (criterio 100% amarilla), completamente
sanas, sin magulladuras ni olores extrafios. Los frutos fueron lavados y desinfectados
previamente con hipoclorito de sodio al 1%.
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EXTRACCION DE LAS ENZIMAS

La técnica propuesta para la extraccién de celulasa y xilanasa se basé en trabajos
previos efectuados en frutos como banano (Srivastava y Dwivedi, 2000), pimentén
(Priya etal., 1995) y guayaba (Abu-Bark et al., 2003). El procedimiento consistié en la
obtencién de polvos de acetona, para lo cual se homogenizé la corteza de la fruta con
acetona a 4 °C, posteriormente se filtré sobre tela. El péllet obtenido se resuspendié
en buffer fosfato 20 mM pH 7,0 y se agité durante 24 h a 2 °C. Luego se centrifugd
a 6.000 x g durante 1 h a 4°C. El residuo fue desechado y en el sobrenadante se
efectuaron las medidas de proteina y de actividad.

Pardmetros evaluados en la extraccién. Como las enzimas del ablandamiento tienen
su actividad en la pared celular, al buffer de extraccién se le adicioné NaCl 1,0 M o
Tritén 1,0% (Deng et al., 2005; Kemmerer y Tucker, 1994; Srivastava et al., 2000), con
el propédsito de solubilizar las enzimas por efecto de la fuerza iénica o por accién del
detergente, respectivamente. Seleccionado el mejor agente solubilizante se varié la
concentracién de éste en el medio de extraccién, entre 0,0 y 1,0 M. Los extractos que
contenfan Tritén fueron dializados contra agua durante 24 h, con un total de seis
cambios de agua, con relacién extracto a agua de 10 mL a 500 mL, y una membrana
con tamarfio de poro de 12 kDa.

CUANTIFICACION DE PROTEINA

En los extractos enzimdticos se cuantificé la proteina por el método de Bradford
modificado por Zor y Sellinger (1996), con lectura de absorbancia a 450 y 590 nm,
con albdmina bovina (BSA) como estandar.
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Figura 1. Efecto de la incorporacién de Tritén y NaCl al buffer de extraccién, fosfato de sodio 20 mM
pH 7,0, sobre la actividad de (A) celulasa y (B) xilanasa. Letras diferentes indican diferencias
significativas de acuerdo a la prueba de Fischer (0. = 0,05). Los resultados son el promedio de 9 deter-

minaciones + 1 SD.

MEDIDAD DE ACTIVIDAD DE CELULASA Y XILANASA

La actividad de ambas enzimas fue determinada por medida espectrofotométrica de los
azicares reductores generados tras la accién de la enzima sobre el sustrato respectivo
(carboximetilcelulosa para celulasa y xilano para xilanasa), por el método de Nelson
(1944), modificado por Somogyi (1952). La formacién de azlcares reductores se
calculé empleando D-Glucosa como patrén de cuantificacién. Una unidad (U) de la



220 Articulo - Biisqueda de las mejores condiciones para la extraccion y medida de actividad de celulasa y xilanasa
extraidas de la corteza de pitaya amarilla (Acanthocereus pitajaya). Duefias Gomez, et al.

enzima cataliza la liberacién de un nmol de glucosa en 1 min en las condiciones de
ensayo (Srivastava y Dwivedi, 2000; Priya et al., 1995). La actividad especifica fue expre-
sada como U/mg proteina. La carboximetilcelulosa fue adquirida de MERK® y el xilano,
de hojuelas de avena, adquirido de SIGMA®. Se hicieron blancos de buffer, de reactivos
y de extracto crudo.

Pardmetros evaluados en la medida de actividad. Se evalué el efecto del tiempo de
incubacién (para celulasa 1 a 22 h, para xilanasa 15 min a 2 h), del volumen de
extracto enzimdtico crudo empleado (30 y 60 plL, para ambas), de la concentracién
de NaCl en la mezcla de reaccién (0,06 a 0,12 M). Se evalué la incidencia del pH (3,7
a 5,5) con acetato de sodio-acido acético 100 mM, de la temperatura (25a 70 °C) y
de la concentracién de sustrato (0,01 a 2,0 mg/mL de carboximetilcelulosa para
celulasa y 0,006 a 0,2 mg/mL de xilano para xilanasa). Con los resultados obtenidos
en este punto, se determiné el valor de la constante aparente de Michaelis-Menten,
Kw y la velocidad méxima de la reaccién, Vyux.

ANALISIS DE DATOS

Para cada ensayo se calcul6 el promedio y la desviacién estandar de las medidas de
proteina y actividad enzimdtica (n=9). También se realizaron los ANDEVA de un factor
para el disefio planteado (un paso a la vez), de dos factores para el efecto del tiempo
de incubacién con respecto al volumen de extracto enzimatico crudo y se compararon
las diferencias entre los niveles de cada pardmetro por la prueba de Fischer (o =0,05).

RESULTADOS

PARAMETROS EVALUADOS EN LA EXTRACCIEON DE CELULASA Y DE XILANASA

El ANDEVA mostré que las variables estudiadas durante la extraccién afectan de ma-
nera significativa la actividad de celulasa y xilanasa, excepto cuando se varié la con-
centraciéon de NaCl en el buffer de extraccién, en el cual solo se encontré efecto
significativo para celulasa. En todos los casos, los blancos de extracto crudo dieron
valores de absorbancia bajos.
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Figura 2. Comportamiento de la actividad de (A) celulasa y (B) xilanasa frente a la variacién en la
concentracién de NaCl en el buffer de extraccién, fosfato de sodio 20 mM pH 7,0. Letras iguales
indican que no hay diferencias significativas de acuerdo a la prueba de Fischer (a = 0,05). Los

resultados son el promedio de 9 determinaciones + 1 SD.
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Figura 3. (A) nmol glucosa /mg proteina generados por accién de celulasa, (B) Actividad de celulasa,
(C) nmol glucosa /mg proteina generados por accién de xilanasa y (D) Actividad de xilanasa como
respuesta al volumen de extracto enzimdtico empleado y al tiempo de incubacién. Letras diferentes
indican diferencias significativas de acuerdo a la prueba de Fischer (o = 0,05). Los resultados son el
promedio de 9 determinaciones + 1 SD.

Al emplear Tritén 1% en el buffer de extraccidn, se extrajeron 7,6 veces mds proteina que
la extraida con NaCl 1M. Asi, las extracciones con Tritén 1% o NaCl 1 M fueron respec-
tivamente, 4,95+0,08 y 0,65+0,00 mg proteina/g corteza. Para estimar la proteina
extraida al adicionar Tritén al buffer de extraccién fue necesario dializar, debido a la
interferencia de este aditivo en la técnica empleada. En |a figura 1 se representa el efecto
de la adicién de Tritén y de NaCl al buffer fosfato de sodio 20 mM pH 7,0 sobre la
actividad de las enzimas en estudio. Al efectuar la didlisis a los extractos que contenian
Tritén se incrementd la actividad tanto de celulasa como de xilanasa. De otro lado, en
la misma figura se observa que al emplear NaCl en el buffer de extraccién la actividad
se intensificé a pesar de haber extraido una cantidad menor de proteina. Debido a que
los iones sodio pueden estimular la actividad de las enzimas en estudio (Chivero et al.,
2000), para dejar el mismo efecto de esta sal, en los tres tratamientos, la cantidad de
NaCl al momento de medir la actividad fue igual.

Teniendo en cuenta que con el NaCl la respuesta en la medida de actividad de las
enzimas fue la mejor, se varié la concentracién de este aditivo en el buffer de extraccién
(Fig. 2). Se encontré que al incrementar la concentracién de la sal, la actividad de
celulasa fue favorecida, en tanto que en xilanasa la respuesta fue independiente de la
concentracién de esta sal. Se podria pensar que lo observado en este ensayo fue el
resultado tanto de la modificacién en la extraccién de las enzimas como de un efecto
activante sobre la actividad. Sin embargo, en este ensayo, para nivelar el efecto activan-
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te, la concentracién de NaCl en la medida fue siempre la misma: 0,12 M, por lo que lo
observado para celulasa se debié exclu-sivamente al aumento en la extraccién de esta
enzima. De acuerdo a los anteriores resultados la extraccién de las enzimas celulasa y
xilanasa podria efectuarse con buffer fosfatos 20 mM mas NaCl en concentraciones
entre 0,25 a 1,00 M a pH 7,0. Para los siguientes experimentos las extracciones se
efectuaron con NaCl 0,5 M.
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Figura 4. Efecto de la concentracién de NaCl en la actividad de (A) celulasa y (B) xilanasa. Letras
diferentes indican diferencias significativas de acuerdo a la prueba de Fischer (a = 0,05). Los
resultados son el promedio de 9 determinaciones + 1 SD.

PARAMETROS EVALUADOS EN LAS MEDIDAS DE ACTIVIDAD DE CELULASA Y XILANASA
Basados en el ANDEVA realizado en esta parte del trabajo, se encontré que los parame-
tros: volumen de extracto, tiempo de reaccién, concentracién de NaCl, pH, tempera-
tura y concentracién de sustrato afectan de manera significativa la actividad de celulasa
y xilanasa. Inicialmente, se evaluaron el efecto del volumen de extracto y del tiempo de
reaccién. En la figura 3A se observa que la respuesta (nmol glucosa/mg proteina)
generada por accidén de la celulasa se incrementé a medida que se aumentaba el tiempo
de incubacién. Al realizar las medidas con un volumen de extracto enzimdatico de 60 mL
se obtuvo una mayor respuesta (al evaluar el promedio de toda la poblacién) que la
obtenida con 30 mL. Sin embargo, al graficar la actividad (nmol glucosa/min/mg pro-
teina) en funcién del tiempo de incubacién (Fig. 3B) se obtuvo una mejor respuesta
para un tiempo de incubacién de 1 h y un volumen de extracto enziméatico de 30 pL. De
otro lado, en la figura 3C se aprecia que al variar el tiempo de incubacién para xilanasa
se obtuvo una produccién de nmol glucosa/mg proteina que no cambié en gran medida
con el tiempo de incubacién, de tal manera que desde el menor tiempo ensayado (15
min) se obtuvo un valor maximo en la respuesta. Con la intencién de ubicar una zona
en la cual hubiera aumento en la respuesta al incrementar el tiempo, se ensayaron tiem-
pos menores de incubacién; sin embargo, no se obtuvieron respuestas cuantificables. Al
graficar la actividad de xilanasa (nmol glucosa/min/mg proteina) en funcién del tiempo
de incubacién (figura 3D) se obtuvo una mejor respuesta para un tiempo de incubacién
de 15 min y un volumen de extracto enzimdtico de 30 pL. Para los siguientes ensayos de
medida de actividad se decidié emplear un volumen de extracto enzimdtico de 30 plL
para celulasa y xilanasa, con tiempos de incubacién de 60 y 15 min respectivamente.
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Figura 5. Efecto del pH en la actividad de (A) celulasa y (B) xilanasa. Letras diferentes indican
diferencias significativas de acuerdo a la prueba de Fischer (a0 = 0,05). Los resultados son el
promedio de 9 determinaciones + 1 SD.

El efecto de la concentracién salina en la mezcla de reaccién se observa en la figura 4.
La actividad de celulasa se incrementé al aumentar la concentracién de NaCl desde 0,6
hasta 1,0 M y disminuyé a valores no cuantificables a una concentracién de NaCl de
0,12 M. Para xilanasa también se observé un méximo de actividad a una concentracion
de NaCl de 0,1 M. Para los siguientes ensayos la concentracién de NaCl en la medida
se ajusté a 0,1 M para ambas enzimas. Al evaluar el efecto del pH (Fig. 5) se encontré
un maximo de actividad de celulasa a pH 5,0, en tanto que para xilanasa el pH para la
maxima actividad fue de 4,0. La actividad de ambas enzimas varié también respecto a
la temperatura de incubacién (Fig. 6). El valor més alto de actividad de celulasa se hizo
evidente a los 37 °C, mientras que para xilanasa la temperatura éptima fue de 50 °C.
En la figura 7 se muestra el efecto de la variacién de la concentracién de carboxime-
tilcelulosa sobre la velocidad con que actia la celulasa y, de xilano sobre la velocidad de
xilanasa. Las respuestas en esta figura son menores, respecto a los otros ensayos, debi-
do a que no estdn referidas a mg de proteina (la cantidad de proteina presente en cada
ensayo fue siempre menor que 1). Desde el inicio de las concentraciones ensayadas, se
observé un incremento en la velocidad enzimdtica, hasta llegar a un maximo, después
del cual se mantuvo el mismo intervalo de actividad. La velocidad de celulasa fue maxi-
ma entre 1 a 2 mg carboximetilcelulosa/mL, en tanto que la velocidad de xilanasa fue
maxima entre 0,1 a 0,2 mg xilana/mL. En la figura 8 se representa la linealizacién de
Linerweaver-Burk, para determinar el valor aparente de K, y la V,,,, para las dos enzimas
en estudio. Los valores de estas constantes aparecen en la tabla 1. El coeficiente de re-
gresion lineal fue estadisticamente significativo para ambas enzimas.

Celulasa (carboximetilcelulosa) Xilanasa (xilano)
Linealizacién por Lineweaver-Burk y = 1968,5x + 7043,2 Y =6,832x + 932,32
r 0,9430 0,9711
K aparente (Mg/mL) 0,279 0,073
Vua (U) 0,00014 0,0011

Tabla 1. Valores aparentes de KM VMax de celulasa y xilanasa extraidas de la corteza de pitaya ama-
rilla (Acanthocereus pitajaya).
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Figura 6. Efecto de la temperatura de incubacién sobre la actividad de (A) celulasa y (B) xilanasa.
Letras diferentes indican diferencias significativas de acuerdo a la prueba de Fischer (a = 0,05). Los
resultados son el promedio de 9 determinaciones + 1 SD.

DISCUSION

Al emplear la acetona como etapa previa a la extraccién, buena parte de los com-
puestos reductores se debieron eliminar en forma soluble y se separaron de las
proteinas precipitadas, por lo que las medidas de los blancos de extracto enzimdtico
crudo dieron valores de absorbancia bajos. Durante la extraccién se evidencié una
mayor capacidad de extraccién de proteinas al emplear Tritén. Si se tiene presente su
efecto surfactante, este aditivo es capaz de romper todo tipo de tejidos, con mayor
cantidad de proteina asociada a la pared celular (Pathak y Sanwal, 1998), mientras
que el NaCl es un extractante mds selectivo de las proteinas con interacciones
electrostaticas. Aunque con Tritdn se obtuvo una mayor extraccién de proteinas, la
actividad en-zimética lograda al emplear NaCl en el buffer de extraccién fue mayor,
por lo que el NaCl fue mds selectivo hacia la extraccién de las enzimas celulasa y
xilanasa. El tiempo de incubacién disminuyé la actividad enzimdtica, debido a que al
aumentar el tiempo se favorecié la inactivacién de la enzima, ya sea por la poca esta-
bilidad térmica o por la generacién de los productos que inhiben la accién enzimatica
(Muchuweti et al., 2005).

La dependencia observada entre la concentracién de NaCl presente al momento de
medir la actividad enzimdtica y la respuesta en la actividad muestran el papel impor-
tante del i6n Na* en este tipo de enzimas. Este comportamiento soporta lo demos-
trado por Chivero et al. (2001) quienes afirman que los iones de sodio incrementan la
actividad de la xilanasa. Se aprecia entonces, que el NaCl no solo mejora la extraccién
de celulasa sino que también activa ambas enzimas: celulasa y xilanasa. El pH de
maxima actividad de celulasa coincide con estudios realizados en uva (Deng et dl.,
2005), banano (Srivastava y Dwivedi, 2000) y pimiento (Priya et al., 1995). De otro
lado, se sabe que la xilanasa presenta su mejor actividad a pHs 4cidos (Dhillon et al.,
2000; Wang et al., 2003). El que las enzimas tengan su maxima actividad en pHs
acidos se debe a que la concentracién de H" afecta la velocidad de reaccién, asi como
también el medio celular en el cual desarrollan su catalisis (Carrillo, 2002). A pHs mds
altos, para ambas enzimas, la actividad no se favorece probablemente por la modi-
ficacién de las enzimas en su sitio activo (Carrillo, 2002).
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Figura 7. Efecto de la concentracién de (A) carboximetilcelulosa sobre la actividad de celulasa y de
(B) xilano sobre la actividad de xilanasa. Letras diferentes en cada medida de velocidad (U) indican
diferencias significativas de acuerdo a la prueba de Fischer (o = 0,05). Los resultados son el prome-
dio de 9 determinaciones + 1 SD.

La temperatura que generé el valor més alto de actividad de celulasa, 37 °C, es similar
a lo encontrado para uva (Deng et al., 2005), banano (Srivastava y Dwivedi, 2000) y
pimiento (Priya et al., 1995). Para el caso de xilanasa, |la temperatura éptima, 50 °C,
coincide con reportes previos efectuados por Chivero et al. (2001) y Wang et al.
(2003), quienes enuncian que su maxima actividad se encuentra entre 50 a 65 °C. En
la literatura revisada no aparecen reportes acerca del K, aparente y V,,,, de celulasa y
xilanasa en tejidos vegetales, lo que dificulta establecer una comparacién de éstas. Sin
embargo, existe un reporte para poligalacturonasa extraida de la corteza de la pitaya
amarilla (Rodriguez et al., 2006), en el que se indica que el valor aparente de K, es
2,88 mg/ml, por lo que de estas tres hidrolasas, la xilanasa es quien tiene una mayor
afinidad por el sustrato, seguida por la celulasa, con la poligalacturonasa como la
menos afin por su sustrato. Las mejores condiciones de extraccién y de medida de ac-
tividad para cada una de las enzimas se ilustran en la tabla 2. La informacién consig-
nada en esta tabla serd usada en futuros trabajos para continuar con el estudio de
este tipo de enzimas y su posible relacién con el ablandamiento de la pitaya amarilla.

Condiciones
parala Condiciones para la medida de actividad
extraccion
Buffer de Tiempo | Volumen [NaCl] | pH Temperatura | [Sustrato]
extraccién de extracto (Buffer ° Q) (mg/mL)
enzimdtico acetato
crudo 100 mM)
Celulasa| Fosfato 1h 30 uL 0,1TM 5,0 37 1,0 de
20 mM, CMC
Xilanasa | pH 7,0 + 15 min 4,0 50 0,1 de
NaCl 0,5 M xilano

Tabla 2. Condiciones para la extraccién y medida de actividad para celulasa y xilanasa extraidas de
la corteza de pitaya amarilla.
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Figura 8. Linealizacién de Lineweaver - Burk para (A) celulasa y (B) xilanasa.
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