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RESOLUCION 01V-OENO 573-2018

DETERMINACION DE UNA ACTIVIDAD HEMICELULASA EN
PREPARADOS ENZIMATICOS

LA ASAMBLEA GENERAL,

VISTO el articulo 2, parrafo 2 iv del Acuerdo por el que se crea la Organizacion
Internacional de la Vifa y el Vino,

A propuesta del Grupo de expertos “Especificacion de los Productos Enologicos”,

DECIDE anadir al capitulo 1 del Codex Enolégico Internacional la ficha COEI-1-
XYLANA:

Determinacion de la actividad endo-1,4-B-xilanasa en preparados
enzimaticos

(EC 3.2.1.8; N.o CAS: 9025-57-4)

Especificaciones generales

Las hemicelulasas de los preparados enzimaticos suelen encontrarse asociadas a otras
enzimas formando complejos enzimaticos. A menos que se disponga lo contrario, las
especificaciones deben ajustarse a la Resolucion OENO 365-2009, relativa a las
especificaciones generales de los preparados enzimaticos que se incluyen en el Codex
Enologico Internacional.

1.  Origeny aplicaciones

Las hemicelulasas catalizan la descomposicion de las hemicelulosas. Las hemicelulosas
de las paredes celulares de la uva estan compuestas principalmente por xiloglucanos y
arabinoxilanos; estos dos polisacaridos representan cerca del 900% de las
hemicelulosas de la uva.

Para evaluar la actividad hemicelulasica de los preparados enzimaticos, se mide la
actividad 1,4 B xilanasa.

Los preparados enzimaticos con actividades hemicelulasicas se utilizan durante la
maceracion de la uva, la clarificacion de mostos y vinos y para mejorar la filtrabilidad.

Los preparados enzimaticos que presentan este tipo de actividad proceden de
fermentaciones dirigidas, por ejemplo con Aspergillus sp. o Trichoderma sp., o de la
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mezcla de enzimas obtenidas de este modo.

2. Ambito de aplicacién

Para elaborar el método de determinacion se utilizé una xilanasa comercial. Las
condiciones y el método estan disefiados para su aplicacién a los preparados
enzimaticos comerciales tal y como se encuentran en el mercado de productos
enologicos.

3. Fundamento

Las xilanasas hidrolizan las cadenas de xilanos liberando en los extremos reductores
residuos de monosacaridos. Para estimar la actividad xilanasica, se miden los
monosacaridos reductores (xilosa) liberados durante la incubacion segin el método de
Nelson (1944). En medio alcalino, el grupo hemiacetal de los aztcares reduce los iones
capricos (Cu2+). La reaccion de estos ultimos con el reactivo de arsenomolibdato
produce una coloracion azul, cuya absorbancia a 520 nm varia de forma lineal con la
concentracion de monosacaridos (entre 0 y 400 ug/mL).

4. Equipo

4.1. Agitador magnético con placa calefactora
4.2.  Baiio Maria a 400°C

4.3. Baiio Maria a 1000°C

4.4. Vaso de precipitados de 100 mL

4.5. Centrifuga para tubos de vidrio de 15 mL
4.6. Cronometro

4.]. Matraces aforados de 100 mL

47.1.  Matraz aforado de 500 mL
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4.8.  Jeringuilla de precision de 200 0L

4.8.1.  Jeringuilla de precisién de 1 mL

4.9. Pipeta recta de 10 mL graduada en décimas de mL
4.10. Espectrofotometro

4.11. Tubos de vidrio de 15 mL

4.12. Agitadora vorticial

4.13. Frasco de vidrio ambar de 500 mL
4.14. Camara a 40°C

4.15. Estufa a 370°C

4.16. Algodon hidrofilo

4.17. Papel de estraza

4.18. pHmetro

4.19. Gradilla metalica para tubos de 15 mL

4.20. Cubetas desechables de 1 cm de paso optico para espectrofotometria visible

5.  Productos
5.1. Acetato de sodio (CH3COONa, puro al 990%, PM = 82 g/mol)

5.2. Acido acético (CH3COONa, puro al 960%, PM = 60 g/mol, densidad =
1,058)
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5.3.  Xilano de haya (P-XYLNBE-10G; mim. de lote: 171004a de Megazyme)
5.4. Sulfato de sodio anhidro (Na;$04, puro al 99,50%, PM = 142 g/mol)

5.5. Carbonato de sodio anhidre (NaS03, puro al 99,50%, PM = 105,99
g/mol)

5.6. Tartrato de potasio y sodio (KNaC4H406.4H,0, puro al 990%, PM =
282.2 g/mol)

5.1. Hidrogenocarbhonato de sodio anhidro (Na;HCO3, puro al 980%, PM =
84,01 g/mol)

5.8.  Sulfato de cobre pentahidratado (CuS04.5H,0, puro al 990%, PM =
249,68 g/mol)

5.9. Acido sulfirico concentrado (H2S504, puro al 980%)

5.10. Heptamolibdato de amonio ((NH4)6M070,4.4H,0, puro al 990%, PM =
1235,86 g/mol)

5.11. Hidrogenoarseniato de sodio (Na;HAs04.7H,0, puro al 98,50%, PM =
312,02 g/mol)

5.12. D-Xilosa (C5H 1005, pura al 990%, PM = 150 g/mol)
5.13. Agua destilada

5.14. El preparado enzimatico comercial que se vaya a analizar

6. Soluciones

6.1. Reactivos de la solucion oxidante

Se deben preparar estos reactivos en primer lugar, ya que para la solucion D se
requiere un plazo de 24 horas.
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6.1.1.  Solucién A: En un vaso de precipitados de 100 mL (4.4), verter por este orden:

20 g de sulfato de sodio anhidro (5.4),

2,5 g de carbonato de sodio anhidro (5.5),

2,5 g de tartrato de potasio y sodio (5.6),

2 g de hidrogenocarbonato de sodio anhidro (5.7).

Disolver en 80 mL de agua destilada (5.13). Calentar y mezclar (4.1) hasta que se
disuelvan los solutos y verter en un matraz aforado de 100 mL (4.7). Enrasar con agua
destilada (5.13).

Conservar a 370°C (4.15); si se forma un precipitado, filtrar con un filtro de pliegues.

6.1.2.  Solucidn B:

Disolver 15 g de sulfato de cobre pentahidratado (5.8) en 100 mL de agua destilada
(5.13) y afladir una gota de acido sulfarrico concentrado (5.9).

6.1.3.  Solucidn C:

Esta solucion se prepara en el momento, para garantizar una buena correspondencia
entre la densidad del color y la cantidad de glucosa. Para prepararla, mezclar 1 mL de
la solucion B (6.1.2) con 24 mL de la solucion A (6.1.1).

6.1.4.  Solucidn D:

En un matraz aforado de 500 mL (4.7.1), disolver 25 g de heptamolibdato de amonio
(5.10) en 400 mL agua (5.13). Afiadir 25 mL de acido sulfarico concentrado (5.9),
enfriado bajo el grifo de agua fria.

En un vaso de precipitados de 100 mL (4.4), disolver 3 g de hidrogenoarseniato de
sodio (5.11) en 25 mL de agua (5.13) y transferir cuantitativamente al matraz aforado de
500 mL (4.7.1) que contiene el molibdato de amonio (5.10).

Enrasar a 500 mL con agua (5.13).

Conservar a 370°C (4.15) durante 24 horas y después a 4n0°C (4.14) en un frasco de vidrio
ambar de 500 mL (4.13).

6.2. Tamponde acetato de sodio (pH 4.2, 100 mmol/L)

Es una mezcla de dos soluciones (A 'y B):
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6.2.1.  Solucidn A (acetato de sodio 0,1 M): disolver 0,5 g de acetato de sodio (5.1) en 60 mL de
agua destilada (5.13).

6.2.2.  Solucidn B (4cido acético 0,1 M): diluir 1 mL de dcido acético (5.2) con 175 mL de agua
destilada (5.13).

6.2.3. Preparacién del tampdnr de acetato de sodio: mezclar 23,9 mL de la solucidn A (6.2.1) y 76,1
mL de la solucién B (6.2.2).

Comprobar el pH con un pHmetro(4.18).
Conservar la solucion a 4n0°C (4.14).

6.3.  Solucion de xilano de avena al 20% (p/v)

En un matraz aforado de 100 mL (4.7), disolver 1 g de xilano de avena (5.3) en 100 mL de
tamponde acetato de sodio (6.2).

6.4. Solucion madre de xilosa (400 Og/mlL)
Disolver 0,040 g de D-xilosa (5.12) en 100 mL de agua destilada (5.13).

1.  Preparacion de la serie de soluciones patron de xilosa

Preparar una serie de soluciones patron (de 0 a 400 pg/mL) a partir de la solucion
madre de xilosa (6.4), con arreglo al cuadro 1.

Cuadro 1. Serie de soluciones patron de xilosa

Xilosa (ug/mL) 0 50 100 150 200 250 300 400

Xilosa (umol /mL) 0 0.232 0462 0.694 0.925 1156 1387 1.890

Vol. solucién madre 0 125 250 375 500 625 750 1000
(uL) (64

Vol. agua destilada 1000 875 750 625 500 375 250 O
(uL) (5.13)
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8. Preparacion de la muestra

Antes de tomar la muestra, es fundamental homogeneizar el preparado enzimatico,
por ej., invirtiendo el recipiente. La solucién enzimatica y los blancos se deberan
preparar en el momento.

8.1.  Solucion enzimatica de 2 g/L

Poner 200 mg del preparado enzimatico (5.14) en un matraz aforado de 100 mL (4.7),
enrasar con agua destilada (5.13) y agitar para homogeneizar la mezcla.

8.2. Blanco desnaturalizado por calentamiento

Verter 10 mL de la solucion enzimatica de 2 g/L (8.1) en un tubo de 15 mL (4.11), tapar
el tubo con algodon hidrofilo (4.16) y papel de estraza (4.17) y meterlo 5 min en el bafio
Maria a 1000°C (4.3).

9. Procedimiento

9.1. Reaccion enzimatica

Preparar los tubos como minimo por duplicado.
En una gradilla (4.19), colocar 5 tubos de 15 mL (4.11) numerados del 1 al 5 y anadir:

¢ 200 pL de la solucion enzimatica de 2 g/l (8.1) con una jeringuilla de precision de
200 pL (4.8),

e Introducir 400 puL de tampénde acetato de sodio (6.2) con otra jeringuilla de
precision de 1 mL (4.8.1),

¢ 600 pL de xilano de avena al 2 % (6.3). Poner en marcha el crondmetro (4.6).

Agitar (4.12), tapar los tubos con algodon hidroéfilo (4.16) y papel de estraza (4.17) y
meterlos en el baio Maria a 400°C (4.2):

1 min el tubon.o 1,

2 min el tubo n.o 2,

5 min el tubo n.o 3,
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e 10 min el tubo n.o 4,

e 20 min el tubo n.o 5.

Para detener la reaccion, sacar los tubos numerados del 1 al 5 del baho Maria a 400°Cy
meter inmediatamente en el bafio Maria a 1000°C (4.3) durante 10 min.

Por altimo, enfriar los tubos bajo el grifo de agua fria.

9.2. Determinacion de las sustancias reductoras liberadas (xilosa)

En un tubo de 15 mL (4.11),

poner 1 mL del medio de reaccion (9.1) y

anadir 1 mL de la solucion C (6.1.3).

Agitar (4.12) y meter el tubo en el bano Maria a 1000°C (4.3) durante 10 min.
Enfriar el tubo bajo el grifo de agua fria.

Anadir 1 mL de la solucion D (6.1.4).

Anadir 9,5 mL de agua (5.14) con una pipeta recta de 10 mL (4.9).

Esperar 10 min para que se estabilice el color.

Centrifugar (4.5) cada tubo a 5000 rpm durante 10 min.

Poner el sobrenadante en una cubeta (4.20).

Medir inmediatamente la absorbancia a 520 nm en el espectrofotometro (4.10).

9.3. Blancos

Proceder como se describe en el apartado 9.1, pero sustituir la solucién enzimatica de
2 g/L (8.1) por el blanco desnaturalizado con calor (8.2). Lo ideal es que la reaccion
enzimatica de los blancos se lleve a cabo al mismo tiempo que la de la soluciéon
enzimatica.

9.4. Serie de soluciones patron

Proceder como se describe en el apartado 9.2, pero sustituyendo el medio de reaccion
(9.1) por los distintos medios de la serie de soluciones patron de xilosa de 0 a 400

ug/mL (7).

10. Calculos
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10.1. Cinética de la reaccion

En general, para determinar la actividad enzimatica es necesario que las cantidades de
sustrato y de enzima no sean un factor limitante. De este modo, se distingue una fase
ascendente, en la que la actividad enzimatica es lineal en el tiempo. En caso contrario,
se subestimaria la actividad enzimatica (figura 1).

Cinética de la reaccion enzimatica

© ¢
©
c
o
o
©
14 16

Figura 1. Cinética de una reaccién enzimatica

Determinar la cinética de la reaccion a lo largo de 15 min, midiendo la actividad en
cinco momentos: T =1 min, T =2 min, T =5min, T =10 min y T = 15 min.

A continuacion, obtener la curva de variacion de la absorbancia en funcion del tiempo
de reaccion. El valor de absorbancia es la diferencia entre la absorbancia del
preparado enzimatico para un tiempo Ty la del blanco correspondiente.

Calcular la ecuacion (1) de la recta de regresion teniendo en cuenta solo los puntos de
la fase ascendente (v. figura 1).

10.2. Recta de calibracion

La recta de calibracion es una grafica con las concentraciones de la serie de
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soluciones patron de xilosa (de 0 a 1,89 umol/mL) en el eje de abscisas y sus
respectivos valores de absorbancia (9.4) en el eje de ordenadas. Calcular la pendiente
(Q/T) de la recta de regresion (2) que resulta de la linealidad de los datos de la grafica.

10.3. Calculo de la actividad enzimatica

A partir de la recta de regresion (1), calcular la absorbancia para un tiempo intermedio
T (por €j., 4 min en la figura 1) e inferir la cantidad Q de xilosa liberada (en micromoles)
para ese tiempo intermedio mediante la ecuacion (2).

La actividad enzimatica en U/g de preparado se calcula a través de la siguiente
formula:

Actividad enU/g = 1000 x (Q/T)/(V x ()

Donde

¢ Q es la cantidad de xilosa formada en micromoles durante un tiempo T (min),
e V es la cantidad de solucion enzimatica introducida (mL), en este caso 0,2 mL,

 C esla concentracion de la solucidon enzimatica (g/L), en este caso 2 g/L.

Actividad catalitica en nanokatales:

Actividad en nkat/g = (actividad en U/g) x (1000/60)

Esta unidad equivale al nimero de nanomoles de producto formados por segundo.

11. Caracteristicas del método

r= 0,056

R=0,056

Sr = 0,02

SR =0,02
La repetibilidad del método se determina mediante la media de las desviaciones
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estandar de los valores de absorbancia obtenidos con una misma muestra de
preparado enzimatico analizada 5 veces. En el caso de la determinacién de la xilanasa,
la media de las desviaciones estandar de los valores de absorbancia es 0,02, con un
margen de error del 9,70%. El margen de error corresponde a

(media de las desviaciones estandar de los valores de absorbancia x 100)
media de los valores de absorbancia de los ensayos
En consecuencia, el método de determinacion presentado se considera repetible.

Los ensayos de reproducibilidad se han llevado a cabo con 2 preparados enzimaticos y
tomando 5 muestras de cada uno.

Se han utilizado dos tests que permiten determinar la reproducibilidad del método:

« El andlisis de la varianza (estudio de la probabilidad de que aparezcan diferencias
entre las tomas de muestras). El analisis de la varianza es un método estadistico
que permite contrastar la hipotesis de homogeneidad de un conjunto de k medias.
El andlisis de la varianza consiste en determinar si el efecto del tratamiento es
significativo o no.

 La potencia estadistica del ensayo a un nivel de riesgo a de primera especie (5 %).
El riesgo « es la probabilidad de concluir que los tratamientos son distintos,
cuando en realidad son iguales.

Si la potencia es baja (= 200%), significa que no se ha detectado ninguna diferencia
entre los tratamientos, pero si existiera habria pocas posibilidades de encontrarla.

Si la potencia es alta (= 800%), significa que no se ha detectado ninguna diferencia
entre los tratamientos, pero si existe alguna se dispone de los medios estadisticos para
encontrarla.

Los resultados aparecen recogidos en el cuadro 2.

Determinacion | Hipoétesis del | Probalilidad | Potencia Test de Test de
analisis de la estadistica Newman-Keuls | Bonferroni
varianza del ensayo *) (**)

(o =5%)
Xilanasa Respetadas 0.00087 93% Significativo Significativo

Cuadro 2. Analisis de la varianza: estudio del efecto del muestreo
* El test de Newman-Keuls es un test de comparaciéon de medias que permite
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establecer grupos homogéneos de tratamientos; se considera que dentro de un mismo
grupo no hay diferencias a un nivel de riesgo o dado.

** El test de Bonferroni, o test t de Bonferroni, permite hacer comparaciones de
medias por parejas, es decir t(t-1) /2 comparaciones entre tratamientos, a un nivel de
riesgo a dado.

Asi pues, los ensayos realizados permiten encontrar una diferencia si existe en
realidad (potencia estadistica alta). Ademas, la probabilidad de que aparezca una
desviacion en la actividad (entre tomas de muestras) es inferior al 50%, algo que
corroboran los resultados de los tests de Newman-Keuls (no significativo) y de
Bonferroni (no significativo).
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