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Resumen

Esta breve revision pretende discutir sobre las opor-
tunidades y los retos en torno a las aplicaciones de la
xilanasa en las dietas de las aves. El tema incluye pero
no esta necesariamente limitado a lo relacionado con
la actividad enzimatica y el rendimiento de las aves,
aclarar el papel de los subproductos de hidrélisis en
la salud intestinal y la nutricion y la manipulacién de
los procesos anatémicos y fisiolégicos de las aves para
mejorar la eficacia de las enzimas existentes. Ademas,
se hacen algunas especulaciones sobre la busqueda
de nuevos usos de las proteasas, como es la desactiva-
cién de los anti-nutrientes en la alimentacion.

Una mayor investigacién sobre la caracterizacion del
sustrato subraya futuros avances en las aplicaciones
enzimaticas.

Introduccion

En las Ultimas tres décadas las enzimas se han conver-
tido en un aditivo imprescindible en la alimentacion
de los monogastricos. Las enzimas utilizadas habitual-
mente son fitasas y glucanasas aunque en los Gltimos
anos también ha aumentado el uso de proteasas. El
empleo de fitasa es generalizado por entenderse bien
su mecanismo de accion y aceptarse ampliamente sus
ventajas prdcticas... Por lo tanto, este trabajo se centra
en nuevas formas de aplicacién de las xilanasas y pro-
teasas en las dietas de las aves.
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Las xilanasas y sus sustratos

Los sustrato de las xilanasas son xilanos, el segundo
mas abundante grupo de polisacaridos en la naturale-
za. En la alimentacién son responsables del 50-70%
de los polisacaridos no amilaceos - NSP - presentes en
los granos de los cereales.

Los xilanos se refieren a una gran cantidad de polisa-
caridos que tienen una base de 1,4 residuos enlaza-
dos de xilosa. En los granos de cereales a menudo se
conocen como arabinoxilanos o pentosanos, que tie-
nen variables proporciones de xilanos substituido con
a-L-arabinofuranosa en las posiciones O-2 y O-3. En
cambio, los xilanos de la madera tienen sus unidades
- D-xilopironosa substituidas en las posiciones C-2 por
residuos 1,2- ligados a 4-O - metil de residuos de acido
glucuronico.

“Las enzimas se han convertido en
un aditivo imprescindible en la
alimentacion de los monogdstricos”

Hay una amplia gama de variacion en las estructuras
de los xilanos y sus funciones. Las diferencias simples
son: a) el peso molecular y la relacioén arabinosa y xi-
losa, indicando esta Gltima la variacion en el grado de
sustitucion de cadenas laterales de arabinosa y b) la
solubilidad y la viscosidad, donde un xilano debe ser



soluble para ser viscoso, peso no necesariamente to-
dos los xilanos solubles lo son - Bedford y Classen,
1992 -, pero no los del arroz - Smits y Annison, 1996 -.
Hay muchas variaciones complejas entre los xila-
nos. Pueden tener cadenas laterales diferentes con
respecto a la composicion del azlcar y los tipos de
acoplamiento, pueden ser parcialmente metilados o
acetilados o esterificados y pueden estar cruzados
con otros componentes de la pared celular. Voragen
y col. - 1992 - los clasifican en las siguientes familias,
sobre estas bases:

* Solo tienen cadenas laterales de una unidad ter-
minal de a-L-arabinofuranos y | sustitutos - como
antes se ha descrito para los arabinoxilanos en los
granos de cereales.

* So6lo tienen acido a-D-glucurénico o su derivado
4-0O-metil éter como sustitutos.

* Tienen acido a-D glucorénico — y 4-O-metil-
a-Dglucurénico -y a-L-arabinosa como substitutos.

+ Tienen residuos terminales de -D-galactopiranos
sobre complejas cadenas laterales de oligosacari-
dos. Tales xilanos se encuentran tipicamente en
plantas perennes.

“Hay una amplia gama de variacion

en las estructuras de los xilanos y
sus funciones”

Estas variaciones significan que requieren diferentes
xilanasas para aser desbloqueadas. Las xilanasas se
clasifican en familias de hidrolasas glucésido — GH —
basadas en las similitudes de sus secuencias de ami-
noacidos - Coutinho y Henrissat, 1999 -. A partir de

enero de 2017 hay al menos 141 familias de GH re-
gistradas en el sitio CAZY (https://www.cazypedia.org/
index.php/Glycoside_Hydrolase_Families). La explora-
cién comercial para xilanasas se ha enfocado princi-
palmente sobre endoxilanasas GH10 y 11 - -1,4-en-
doxilanasa; EC 3.2.1.8 -, aunque una fuerte actividad
xilanasa también se ha caracterizado en GH5, 7, 8 y 43
- Collins y col., 2005 -. Las dos xilanasas GH 10y 11
actlan sobre los enlaces glucosidicos en el centro de
la columna vertebral de xilano. La mayoria de xilana-
sas comerciales pertenecen a este grupo y reducen la
viscosidad y/o rompen la arquitectura celular. Sin em-
bargo, no todas las endo-xilanasas actlian de la misma
forma. La mayoria de las GH 11 xilanasas solo atacan
la columna vertebral de xilano en las secuencias inin-
terrumpidas - Gruppen y col.,, 1993 - mientras que las
GH 10 son mas versatiles y pueden unirse a los en-
laces adyacentes a las cadenas laterales - Biely y col,
1997 -. Ademas, hay endoxilanasas que tienen afinidad
con xilanos solubles o insolubles - Moers y col. 2005 -y
también otras enzimas degradantes de xilanos, a saber
-1,4-xilosidasas - EC 3.2.1.37 - y exoxilanasas, que re-
tiran residuos sucesivos de D-xilosa de la termini no
reductora de los xilanos o los xilo-oligdbmeros. Este
grupo de xilanasas no se emplea habitualmente en la
alimentacion.

De hecho, la multiplicidad y la heterogeneidad de la
enzima - xilanasa -y el sustrato — xilano — plantean el
mayor reto para el préximo avance de la industria de
las enzimas.

Retos actuales de las xilanasas

En los dltimos treinta afios ha habido tremendos avan-
ces en la aplicacion de xilanasas, en cuanto a su rendi-
miento, estabilidad y actividad.
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“En los ultimos treinta anos ha
habido tremendos avances en la
aplicacion de xilanasas, en
cuanto a su rendimiento,
estabilidad y actividad”

Sin embargo quedan significativas oportunidades vy
retos para la industria de las xilanasas, como son las
consideraciones que exponemos seguidamente.

1. Relaci6n entre la actividad xilanasa y el rendi-
miento de las aves. Con 0 sin razoén, algunos investiga-
dores y los usuarios finales conceden una gran impor-
tancia a la actividad enzimatica.

Esto es comprensible porque un primer paso para sa-
ber si un producto sera beneficioso para el rendimien-
to del ave es conocer si la enzima es activa. Hay dos
métodos principales para medir la actividad xilanasa,
el del azucar reductor y el ensayo de liberacion de tin-
te. El primero abarca realidad dos ensayos, el 3,5 acido
dinitorsalicilico — DNS — método reductor del azucar
- Sumner, 1925; Miller, 1959 -, y el Nelson-Somogyi —
Nelson, 1944; Somogyi, 1952 -, basado en una tableta
de técnica cromogénica - McCleary, 1992 -.

Ha habido mucha discusion sobre estos métodos - Bai-
ley y col, 1992; McCleary y McGeough, 2015 -. Pero
ninguno de ellos significaria mucho si se quisiera utili-
zar la actividad enzimatica como medida de liberacion
de nutrientes - Ravindran, 2013 — porque no siempre
cuanto mas alta sea ésta mejor serd el rendimiento de
las aves. Los problemas estan relacionados clon la difi-
cultad en: a) entender el sustrato y sus efectos sobre el
rendimiento del ave; b) cuantificar el mecanismo clave
por el que el sustrato afecta al rendimiento; c) probar el
efecto de la enzima relevante bajo condiciones norma-
les de alimentacion y crianza. Por tanto, un ensayo de
actividad de la enzima practicamente relevante tendra
que esperar mas trabajos sobre la caracterizacion del
sustrato.

2. Sintonia de los productos de hidrélisis de xilana-
sa. Las formas de accién de las xilanasas en cuanto a la
especificidad del sustrato, la afinidad de éste y los ti-
pos de subproductos de hidrélisis que se liberan in situ
no se entienden del todo. Sin embargo, se sabe que
distintas xilanasas liberan diferentes cantidades vy ti-
pos de moléculas de carbohidratos, como monémeros,
oligdmeros y otros xilanos de bajo peso molecular. Los
papeles de los productos de hidrélisis, xilo-oligosacari-
dos - XOS - o arabnoxilo-oligosacaridos - AXOS - en los
seres humanos - Childs y col,, 2014; Liny col,, 2016 -y
en las aves - Pourabedin y col, 2015 - se han conver-
tido en una interesante area de desarrollo. De hecho,
los XOS parecen ser Unicos prebiéticos y sus efectos
incluyen la optimizacion de la funcion del colon un au-
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mento o un cambio en la composicion de los acidos
grasos de cadena corta - SCFAs -, un aumento de la ab-
sorcion mineral, una estimulacién inmunitaria y un au-
mento de la longitud del villus ileal - Kim y col,, 2011 -.
El empleo de use XOS en la dieta de las aves parece ser
especialmente beneficioso para la microflora intestinal
productora de butirato - De Maesschalcky col,, 2015 - al
demostrar una mejora del rendimiento de las aves, tal
vez como consecuencia de la mayor disponibilidad de
éste por las células epiteliales vy, por tanto, de la inte-
gridad epitelial con un producto conteniendo el 35%
de XOS, con longitudes de cadenade 2 a 7 y el 65% of
maltodextrina. Por tanto, serd importante llevar a cabo
estudios para examinar las moléculas XOS individua-
les en una forma mas pura.

La mayor parte de xilanasas comerciales pueden pro-
ducir una gama de fragmentos de xilanos de bajo peso
molecular, como xilobiosa, xilotriosa, xilotetrosa vy
otras numerosas moléculas - Morgany col,, 2017 -. Los
tipos de XOS producidos dependen del sustrato, la xi-
lanasa y el entorno intestinal del ave. Asi, hay interés
en examinar varias xilanasas a partir de: a) la afinidad
y especificidad de sustratos solubles e insolubles vy
las cantidades y tipos de xilanos producidos de bajo
peso molecular; b) las caracteristicas partidoras de la
cadena lateral y ¢) el sitio mas efectivo de liberacion
de XOS en el tracto gastrointestinal de los animales.
El empleo de xilanos insolubles como materia prima
para una produccion de XOS in situ requerira un cam-
bio importante en la forma de pensar en la produccion
de xilanasa. Esto es debido a que, tradicionalmente,
las xilanasas se proporcionan principalmente por des-
polimerizacion de xilanos solubles a fin de reducir los
efectos negativos de la viscosidad de la digesta sobre
la digestion y la absorcién. Ha habido mucho debate
sobre el efecto de “"encapsulacidn de nutrientes” sobre
de NSP vy el beneficio de romper a3 arquitectura de la
pared celular mediante enzimas. Sin embargo, los me-
canismos para encontrar los tipos de xilanasas reque-
ridos para ello, como trabajan en concierto con otras
enzimas y en que medida se disgregan los xilanos aun
no estan bien aclarados. Con los papeles de los XOS
cada vez mas prominentes en a accion beneficiosa de
las xilanasas, tal vez deberia prestarse mayor atencion
a la produccion de XOS cuando éstas se emplean en
dietas de monogastricos.

3. Mejora de eficacia de la xilanasa cambiando las
practicas de alimentacion. En la produccion avicola
intensiva, el pienso es ofrecido a las aves en forma
continua. Esta practica no promueve un gran tiempo
de retencion en el buche o la molleja - Classen y col,
2016 -. Sin embargo, estos 6rganos pueden ser manipu-
lados mediante las practicas de manejo y alimentacion
- Moeny col, 2012; Classen y col,, 2016 -. Rodrigues y
col. - 2017 - han realizado una experiencia en la que
los broilers fueron alimentados con dietas intermiten-



temente conteniendo enzimas o no. La alimentacion
intermitente con enzimas dio lugar a una mas larga re-
tencién de material digestivo en el buche y la molleja.
Y con este aumento del preacondicionado y mejora de
la trituracion mecanica del alimento las enzimas fue-
ron mas efectivas en la mejora del rendimiento de las
aves. Las implicaciones de este estudio inicial estan en
que hay posibilidades en cambiar las practicas de ali-
mentacion para agregar valor a las enzimas existentes.
Mientras tanto, también trae nuevas preguntas acerca
de cdmo las enzimas son seleccionadas en cuanto al
pH 6ptimo y su afinidad por los sustratos secundarios
liberados previamente en el tracto gastrointestinal de-
bido a que el pH en el intestino grueso del ave oscila
entre una alta acidez hasta la neutralidad.

“Distintas xilanasas liberan
diferentes cantidades y tipos de
moléculas de carbohidratos, como
monomeros, oligémeros y otros
xilanos de bajo peso molecular”

Proteasas

Esta revision solo aborda un par de cuestiones refe-
rentes al empleo de proteasas en la alimentacion. Las
proteasas tienen una amplia aplicacién industrial, in-
cluyendo su empleo como aditivos. A diferencia de las
carbohidrasas, tienen un enlace comun para hendir, un
péptido.

Sin embargo, al igual que otras enzimas, tienen un
grado de especificidad. Por ejemplo, mientras que las
aminopeptidasas liberan un aminoacido o un peque-
fio péptido en un momento, actuando en el N termini
de las proteinas, las carboxipeptidasas hacen lo mismo
pero sobre el C termini. Y de igual forma las endopep-
tidasas desdoblan enlaces peptiidicos en el centro de
una molécula proteica pero las proteasas de serina hi-
drolizan un enlace peptidico que o bien tiene tirosine,
fenilalanina o leucina. Asi hay mucho margen para pro-
fundizar en el empleo de proteasas en alimentacion,
exponiendo seguidamente un par de ideas sobre ello:

1. Una mayor caracterizaciéon de los sustratos por
ser esencial para identificar y caracterizar las pro-
teinas del pienso para que su acoplamiento con
las proteasas tenga un impacto real.

2. La desactivacion de anti-nutrientes pues mu-
chos de los presentes en los ingredientes de los
piensos son proteinas, por lo que se precisa explo-
rar las proteasas dirigidas a ellos, posibilitando asi
una solucién mas natural o rentable para abordar
los problemas relacionados.

Conclusiones

En los Ultimos 30 afios se han realizado grandes avan-
ces en la tecnologia y la aplicacion de enzimas y ac-
tualmente hay una mayor demanda para la caracteriza-
cion del sustrato para una rapida y exacta medicion de
su funcionalidad y eficacia, asi como par nuevos usos
de as ya existentes.
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